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Jury
Jean-Yves Chesnel Professeur des universités, Université de Caen Rapporteur
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était toujours présente pour écouter et aider les doctorants sur tous les sujets surtout

v



Remerciements

pendant et après la période de pandémie.

Je remercie chaleureusement mon compatriote et ami Dr. Saab pour son soutien
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Introduction

Une biomolécule est une molécule présentant un intérêt biologique et qui est soit
naturellement présente dans les organismes vivants, où elle participe à son métabo-
lisme et son entretien, soit qui peut être synthétisée dans un but thérapeutique. Cette
fonction biologique s’exprime au travers d’une conformation moléculaire stable qu’il
est nécessaire de caractériser pour comprendre son action ou de produire pour induire
son effet. Dans le cas de la production de médicaments, la modification ou la perte
de la structure du produit peut ainsi nuire à son efficacité ou engendrer la formation
d’autres espèces potentiellement dangereuses. La détermination de cette conformation
devient alors essentielle pour comprendre sa fonction associée. Cette détermination
peut être réalisée grâce à une cristallographie aux rayons X ou par RMN (résonance
magnétique nucléaire), qui ont toutes deux leurs avantages et leurs limitations.

Bien que les méthodes de diffraction des rayons X permettent de déterminer la
structure à haute résolution, elles nécessitent que la molécule en question soit cristal-
lisée, ce qui devient vite complexe pour les grosses biomolécules qui possèdent beau-
coup d’interactions internes : acides, basiques, polaires, non polaires et présentent des
forces répulsives pouvant modifier la conformation que la molécule adopterait en so-
lution. Quant à elles, les techniques de RMN permettent de surmonter certains de ces
inconvénients dans la mesure où l’on peut examiner les molécules dans des environne-
ments plus natifs, bien que cela soit limité aux molécules relativement plus petites. En
outre, les mesures par RMN étant par nature lentes, elles ne peuvent déterminer que
la conformation moyenne adoptée par la molécule en solution. L’une des limitations de
cette technique est due à la complexité des analyses des spectres lorsque la taille des
systèmes augmente, ainsi la RMN est limitée aux protéines inférieures à 35 kDa. Une
autre limitation vient de la nécessité d’utiliser une solution de grande concentration
(mM) et donc une grande quantité de produit (2 à 50 mg). Ainsi comme aucune de ces
deux méthodes de détermination, que l’on peut caractériser de top-down, n’apparait
idéale pour identifier les propriétés physico-chimiques à une échelle nanoscopique, des
approches contraires bottom-up peuvent être envisagées.

Le développement de nouvelles sources d’ionisation douces dites «Soft Ionization»
telles que l’electrospray [1] et le MALDI [2] qui permettent la mise en phase gazeuse
de biomolécules de grande taille, et la combinaison de la spectrométrie de masse, des
pièges ioniques et de la spectroscopie laser, fournissent de nouvelles méthodes plus
avantageuses par rapport aux techniques classiques pour interroger les conformations
individuelles des macromolécules. Bien entendu, l’une des questions clés dans l’uti-
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lisation de toutes ces sources dans la recherche structurale est la relation entre la
structure en phase gazeuse et celle de la molécule dans son environnement natif (en
phase condensée) où elle remplit sa fonction [3–5].

C’est dans ce contexte scientifique qui vise le développement et l’amélioration des
techniques de mise en phase gazeuse que cette thèse trouve sa place. Mon travail
a porté principalement sur le développement instrumental d’une nouvelle technique
de mise en phase gazeuse de biomolécules par désorption laser sur microgouttelettes
sous vide. Elle a été inspirée de celle développée par l’équipe de Brutschy à Francfort
[6] et par celle d’Abel à Göttingen [7]. Son importance réside dans le fait qu’elle
regroupe les avantages des autres techniques de mise en phase gazeuse citées ci-dessus,
mais qu’elle devrait également permettre d’étudier l’endommagement des molécules
d’intérêt biologique à l’échelle moléculaire par l’irradiation des gouttelettes contenant
ces biomolécules avec des ions de faible énergie.

Le plan de ce manuscrit se décompose en cinq chapitres. Le chapitre 1 est une
introduction sur l’intérêt des études de systèmes biomoléculaires en phase gazeuse.
Il commence par une brève présentation de systèmes d’intérêts biologiques de tailles
différentes (de quelques dizaines à plusieurs milliers d’atomes). Ensuite, je présenterai
les avantages de notre choix d’étudier les structures de biomolécules en phase gazeuse
par rapport aux autres techniques utilisées en phase condensée. Je décrirai le principe
de fonctionnement des sources d’ionisation les plus communément utilisées pour la
mise en phase gazeuse de grandes biomolécules (l’électrospray et le MALDI), ainsi
que celui de la désorption laser sur jet liquide. La dernière section de ce chapitre est
dédiée à la spectrométrie de masse couplée à une source d’ionisation. Je donnerai
alors l’exemple d’un spectromètre de masse par temps de vol, tel que celui que nous
utilisons sur notre dispositif expérimental.

Le chapitre 2 porte sur le développement expérimental d’une source originale et
unique en France pour la mise en phase gazeuse de biomolécules par une technique de
désorption laser sur microgouttelettes. Une présentation détaillée du dispositif dans
sa première version est discutée dans ce chapitre. Ensuite, de nombreux tests de dé-
veloppements instrumentaux et d’optimisation de cette source sont présentés. Ces
travaux ont comme objectif de converger vers une nouvelle version du dispositif expé-
rimental qui soit opérationnel pour des études d’endommagement de biomolécules par
irradiation. Cette modification dans le schéma expérimental permettra de générer des
gouttelettes micrométriques contenant les biomolécules à partir de la pression atmo-
sphérique et donc d’utiliser l’eau comme solvant. Ce point nécessite un changement
dans le diagramme de pompage différentiel ainsi que la conception d’écorceurs de
géométries particulières pour le guidage des gouttelettes sous vide. Les résultats ainsi
que les contraintes engendrées par ces modifications seront discutés. Une perspective
de géométrie plus compacte est proposée à la fin de ce chapitre.

Le chapitre 3 porte sur les simulations numériques réalisées avec le logiciel SI-
MION et destinées à l’optimisation des paramètres expérimentaux permettant l’ex-
traction et la détection des espèces désorbées. Plus précisément, nous mettons au
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point dans ce chapitre l’effet d’un dispositif d’extraction retardée utilisé dans notre
spectromètre de masse pour mieux comprendre le processus de désorption. Je présente
le fonctionnement de l’extraction retardée, son effet sur la transmission du spectro-
mètre de masse et son importance pour la compréhension des caractéristiques des
espèces désorbées (distribution d’énergie et directions d’éjection).

Dans le chapitre 4, je présenterai les études structurales réalisées sur des com-
plexes organo-métalliques (complexe entre un ou plusieurs atome(s) comme Fe, Al
ou Ru lié(s) à quelques ligands d’acétyleacétonates) et de plus gros systèmes comme
les nano-agrégats d’or (complexe entre un cœur d’or composé de dix à onze atomes
et des ligands de triphénylphosphine ou de glutathion). Ces systèmes sont utilisés
de plus en plus fréquemment en imagerie et comme radio sensibilisateurs pour opti-
miser les techniques de traitement anti-tumoral par radiothérapie. Les études struc-
turales sont réalisées par spectroscopie IRMPD à l’aide des lasers à électrons libres
de CLIO (Centre Laser Infrarouge d’Orsay) en France et à FELIX (Free-Electron
Lasers for Infrared eXperiments) au Pays-Bas. Après une introduction sur la spec-
troscopie d’action IRMPD et une description du fonctionnement de ces expériences,
j’explique ensuite brièvement la méthodologie suivie pour les calculs des spectres IR
en dynamique moléculaire. Je termine par les discussions et les comparaisons entre
les spectres expérimentaux et les spectres simulés.

Le chapitre 5 est consacré à des études structurales de complexes d’inclusion entre
des macromolécules et des principes actifs. Les deux systèmes présentés ici sont les
complexes entre la β-cyclodextrine et des principes actifs tels que le paracétamol ou
l’acide salicylique. Ces complexes présentent un intérêt pour la recherche de traces
de médicaments dans l’eau potable par exemple, mais les cyclodextrines possèdent
également de nombreuses autres applications du fait de leurs capacités à modifier
les caractéristiques physiques, chimiques ou biologiques des molécules qu’elles encap-
sulent. Dans ce chapitre je présente premièrement la technique de spectrométrie de
mobilité ionique, ainsi que le dispositif expérimental de l’ILM (Institut Lumière Ma-
tière) sur lequel nous avons réalisé des mesures de sections efficaces de collision sur ces
systèmes. La deuxième partie du chapitre contient les résultats des études structurales
menées par comparaison entre les calculs de fréquence au niveau B3LYP/6-31+G(d,p)
et les spectres expérimentaux obtenus par IRMPD réalisée à CLIO et à FELIX.

Enfin, je décris dans une annexe les perspectives d’endommagement de biomolé-
cules pour les études des effets indirects liés à l’irradiation par faisceau d’ions. Ces
études seraient rendues possibles par le couplage entre la source de micro-gouttelettes
que j’ai décrite dans le chapitre 2 et une source d’irradiation commerciale.
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Chapitre 1

Intérêts des études de biomolécules en
phase gazeuse

1.1 Systèmes d’intérêt biologique

Une biomolécule est une molécule naturellement présente dans un organisme vi-
vant et qui participe à son métabolisme et à son entretien. Il existe une multitude
de biomolécules (glucides, lipides, protéines, ADN ...) ayant chacune un rôle bien
défini dans les processus physico-chimiques permettant le développement et la survie
de l’organisme. Ces molécules possèdent des tailles différentes, qui peuvent varier de
quelques dizaines d’atomes comme les acides aminés, à plusieurs centaines de milliers
d’atomes pour les plus grandes protéines (c’est le cas par exemple pour la titine re-
présentée sur la figure (1.1) qui est la plus grande protéine connue chez l’être humain
avec environ 30 000 acides aminés), et atteindre des dizaines de milliards d’atomes
pour les chromosomes humains.

Figure 1.1 – Structure de la titine de myocarde humain obtenue par Résonance Magnétique
Nucléaire (tirée de la PDB 1BPV).
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CHAPITRE 1. BIOMOLÉCULES EN PHASE GAZEUSE

Les structures des biomolécules sont ainsi extrêmement variées permettant une
large expression de diverses fonctions biologiques, malgré le fait qu’elles ne soient
constituées que de peu d’éléments chimiques, qui sont généralement le carbone (C),
l’hydrogène (H), l’oxygène (O), l’azote (N), le phosphore (P) et le soufre (S). Dans
cette thèse, l’objectif de nos recherches est donc d’étudier ce lien structure/fonction
en déterminant la structure de certaines biomolécules ou de systèmes moléculaire
d’intérêt biologique telles que des nanoparticules fonctionalisées pour l’imagerie ou la
thérapie. Un second objectif à plus long terme sera aussi d’étudier l’endommagement
de biomolécules sous l’effet de rayonnements ionisants. Je vais maintenant présenter,
dans ce chapitre introductif, les éléments de base des systèmes d’intérêts biologiques
qui ont fait l’objet de mes travaux.

1.1.1 Acides aminés et protéines

Nature chimique d’un acide aminé

Les acides aminés sont de petites molécules organiques qui sont les éléments consti-
tutifs des protéines. Un acide aminé (figure 1.2) est un élément organique avec une
structure chimique de type H2N −Cα(R)−COOH, où l’atome de carbone Cα se lie
à un groupe amine (-NH2), un groupe acide carboxylique (-COOH), un atome d’hy-
drogène (-H) et le groupe ou la châıne latérale spécifique (-R). La nature du groupe R
caractérise les différents acides aminés. Ainsi, on dénombre 20 acides aminés (figure
1.3) qui sont désignés chacun par un code, composé d’une lettre ou de trois lettres,
selon la définition de l’IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry).

Figure 1.2 – La structure d’un acide aminé.

Le plus souvent, le classement des acides aminés se fait en fonction de la position
du groupe amine par rapport au groupe carboxyle, c’est-à-dire suivant le nombre
d’atomes de carbone séparant les deux groupes. On distingue les acides α-aminés,
β-aminés ou γ-aminés, qui possèdent respectivement un, deux ou trois atome(s) de
carbone(s) entre les deux groupes fonctionnels. Les vingt acides aminés naturels les
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CHAPITRE 1. BIOMOLÉCULES EN PHASE GAZEUSE

plus courants et qui constituent les éléments de constitution des protéines sont tous
des acides α-aminés.

On peut également classer les acides aminés en fonction des propriétés chimiques
ou physiques de leurs châınes latérales, telles que la polarité, le point isoélectrique, la
nature aliphatique, aromatique, cyclique ou à châıne ouverte. Par exemple, certains
acides aminés ont des châınes latérales polaires qui sont solubles dans l’eau, comme la
sérine, la thréonine et l’asparagine. D’autres acides aminés sont hydrophobes, comme
l’isoleucine, la phénylalanine et la valine. L’acide aminé cystéine possède une châıne
latérale chimiquement réactive qui peut former des liaisons avec une autre cystéine.
On peut aussi différencier les acides aminés basiques comme l’arginine, la lysine et
l’histidine, des acides aminés acides comme l’acide aspartique et l’acide glutamique
qui se chargent négativement par déprotonation du groupement carboxylique.

Figure 1.3 – Représentation de 20 acides aminés naturels.
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Structures d’une protéine

Les protéines sont le produit final du processus de décodage qui commence avec
les informations portées par l’ADN cellulaire. Elles contiennent les éléments struc-
turels de la cellule servant de catalyseurs pour pratiquement toutes les réactions
biochimiques qui se produisent chez les êtres vivants. Chaque protéine est composée
de différentes combinaisons d’acides aminés, qui sont reliés entre eux par des liai-
sons peptidiques. Une liaison peptidique est une liaison covalente qui relie le groupe
amine d’un acide aminé au groupe carboxyle d’un autre acide aminé. Cette réaction
de condensation libère une molécule d’eau (figure 1.4). L’enchâınement de plusieurs
polypeptides (un polypeptide est formé d’un arrangement de 20 à 100 acides aminés)
constitue une protéine.

Figure 1.4 – Schéma de la formation de la liaison peptidique à partir de deux acides aminés
de chaines latérales R1 et R2 formant un dipeptide et une molécule d’eau en solution.

En plus de la séquence linéaire d’acides aminés constituant une protéine (appelée
structure primaire), celle-ci est également caractérisée par une variété de structures
tridimensionnelles. On peut ainsi distinguer 3 autres structures pour une protéine.
La structure secondaire, qui est la description des arrangements locaux des acides
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aminés voisins, stabilisés par des liaisons hydrogènes. Il existe plusieurs variétés de
structures secondaires, mais les plus souvent rencontrées sont l’hélice α et le feuillet
β. La structure tertiaire, quant à elle, est une vision tridimensionnelle à l’échelle de
la protéine tout entière. Elle décrit la disposition tridimensionnelle des structures
secondaires d’une protéine. Cette structure est maintenue en place par des liaisons
covalentes telle que le pont disulfure et d’autres non covalentes telles que les liaisons
hydrogènes, les interactions ioniques, les forces de Van der Waals et le tassement
hydrophobe (conduisant à la formation d’un coeur hydrophobe). Enfin, la structure
quaternaire décrit l’arrangement de plusieurs protéines entres elles, on parle alors
d’un complexe de protéines (par exemple l’hémoglobine est constituée de nombreuses
protéines formant un complexe protéique unique). Le tableau (1.5) regroupe les quatre
niveaux de structure d’une protéine dans le cas d’une protéine eucaryote, la PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen).

Figure 1.5 – Description des structures primaire, secondaire, tertiaire et quaternaire d’une
protéine, dans le cas de la PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen.)

Nomenclature des fragments peptidiques

La nomenclature de fragments peptidiques chargés a été introduite par Roepstorff
& Folhman [8] et Biemann [8, 9]. Le nom du fragment est défini selon la position de
la rupture de la liaison covalente. Un exemple est présenté sur la figure (1.6) pour
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la nomenclature d’un composé de 4 acides aminés avec les quatre châınes latérales
(R1,R2, R3 et R4), numérotées à partir de l’extrémité N-terminale (NH2) jusqu’au
C-terminal (COOH). Ainsi, la position de la charge après rupture d’une liaison du
squelette - dans le cas d’un peptide monochargé- se trouve soit du côté C-terminal
produisant des fragments Xi, Yi ou Zi, soit du côté du N-terminal formant des frag-
ments aj, bj ou cj. i et j correspondent au numéro de la liaison peptidique rompue,
en comptant à partir du C-terminal pour les ions Xi, Yi et Zi, et du N-terminal pour
les ions aj, bj et cj.

Figure 1.6 – Nomenclature des fragments d’une chaine peptidique de quatre acides aminés.

Ces notations permettent également d’indiquer quelle est la liaison covalente rom-
pue. Ainsi, la rupture de la liaison Cα,i − C donne les ions aj, Xi, la rupture C-N
produit les ions bj, Yi et enfin la rupture N − Cα,i+1 donne les ions cj, Zi. Pour un
peptide multichargé, on peut voir la formation d’ions complémentaires du fait de la
localisation des charges de chaque côté d’une liaison rompue.

1.1.2 Objets thérapeutiques : exemple des nanoparticules

En plus du matériel biologique présent dans les organismes vivants, il existe
d’autres systèmes d’intérêt biologique : les objets thérapeutiques. Ainsi, nous axons
une partie de nos recherches dans le groupe BMS (BioMolecules et Spectroscopie)
à étudier ces objets d’intérêt thérapeutique qui trouvent aujourd’hui un rôle impor-
tant en nanomédecine. Un objet thérapeutique est défini comme une biomolécule de
taille inférieure au micromètre (souvent inférieure à 200 nanomètres) et qui est des-
tiné à l’imagerie et au traitement d’une tumeur. Les différents objets thérapeutiques
issus de la nanotechnologie sont par exemple les nanoparticules, les nanocapsules, les
liposomes, les micelles, ou les dendrimères.

Dans ce contexte, une approche très puissante s’est développée. On parle de la
”théranostique”qui permet de coupler la phase diagnostique et la phase thérapeutique
dans le même système, afin de traiter de manière ciblée et individualisée chaque zone
tumorale. La phase de diagnostique a pour but de cartographier les tumeurs pour
déterminer leur emplacement exact et les éventuelles métastases. Il s’agit d’utiliser
une imagerie fonctionnelle qui se réalise à l’aide d’un dispositif appelé PET-Scan
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(Positron Emission Tomography) [10]. Cette imagerie a recours à des traceurs - plus
précisément des isotopes - qui sont des éléments radioactifs instables, et en associant
ces traceurs à des molécules comme les anticorps par exemple, ces derniers seront
capables de reconnâıtre les tumeurs et de s’y fixer. Ainsi, les régions qui ”s’allument”
correspondent aux cellules dysfonctionnelles (figure 1.7).

Figure 1.7 – Imagerie médicale par PET-Scan. Les régions colorées correspondent aux
cellules cancéreuses.

Avec la théranostique, la phase thérapeutique arrive après la localisation de la
tumeur. Plusieurs choix pour le traitement sont possibles, comme la radioimmuno-
thérapie ou la radiothérapie ciblée. La première consiste à injecter un isotope radio-
actif puissant, qui va irradier directement la tumeur. La radiothérapie ciblée quant
à elle utilise des faisceaux lumineux comme traitement (et des faisceaux d’ions dans
le cas de l’hadronthérapie ou de la protonthérapie). En radiothérapie, des radiosen-
sibilisateurs peuvent être utilisés, pour limiter l’endommmagement des tissus sains
environnant la tumeur. Nous avons mené des études structurales sur de tels objets
(Au10SG10 par exemple, voir [11]), ainsi que sur divers nanoagrégats métalliques [12]
qui possèdent de nombreuses propriétés optiques et des possibilités de ciblage. Nous
avons également mené des études structurales sur des objets possédant des propriétés
d’encapsulation (voir chapitre 5).

1.1.3 Acide nucléique (base ADN, base ARN)

Les acides nucléiques jouent un rôle déterminant dans le stockage, l’expression
et la transmission de l’information génétique dans tous les organismes vivants proca-
ryotes et eucaryotes. Ces macromolécules complexes existent sous deux formes, l’acide
désoxyribonucléique (ADN) et l’acide ribonucléique (ARN). La molécule d’ADN a été
mise en évidence en 1953 par Francis Crick et James Waston [13]. Cette dernière est
libre dans le cytoplasme des cellules chez les procaryotes, alors que pour les eucaryotes,
elle est placée dans le noyau de taille micrométrique de façon dépliée et comprimée
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pour former le chromosome (figure 1.8). L’ADN est composé de deux brins complé-
mentaires (structure en double hélice), en revanche l’ARN est constitué d’un brin
unique (figure 1.10).

Figure 1.8 – De l’ADN à la fonction biologique d’une protéine.

Chacun de ces brins est formé d’une séquence de nucléotides liés entre eux par des
liaisons phosphodiesters. Un nucléotide est une molécule organique qui est l’unité de
base de l’acide nucléique. Ces nucléotides sont constitués d’un nucléoiside en liaison
avec un à trois groupement phosphate, et un nucléoside est l’association entre des
bases azotées (nucléobases) et un pentose (sucre) via une liaison glycosidique (figure
1.9). Les 5 bases nucléiques (bases azotées) d’un nucléotide sont regroupées en deux
familles (les purines et les pyrimidines) :

- Les purines sont des composés bicycliques comprenant deux hétérocycles à cinq
et six atomes : l’adénine (A) et la guanine (G).

- Les pyrimidines sont des composés monocycliques comprenant un hétérocycle à
six atomes : la cytosine (C), l’uracile (U) et la thymine (T).

Les liaisons entre deux nucléotides de chaque brin d’ADN sont des liaisons hydro-
gènes. Le nucléotide T peut se lier uniquement au nucléotide A, et le nucléotide G ne
se lie qu’au nucléotide C. Cette structure entre deux bases complémentaires de l’ADN
forme une paire dite de Watson-Crick. Par ailleurs, l’information génétique portée par
l’ADN est régie par cette succession de nucléotides qui constitue ce qu’on appelle la
séquence de brin. Les deux fonctions principales de l’ADN sont la transsmission de
l’information génétique et la synthèse des protéines (figure 1.10).

L’acide ribonucleique (ARN) est la molécule mono-caténaire (à brin unique) qui
permet la synthèse des protéines ayant des activités biologiques définies. Cette mo-
lécule, comme l’ADN, peut être produite dans un noyau pour les organismes euca-
ryotes ou dans le cytoplasme pour les cellules procaryotes. La première étape de la
synthèse des protéines est la transcription d’un gène d’ADN (un gène est une por-
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Figure 1.9 – structure d’un nucléotide (en bleu sont représentées les 5 bases d’acide nu-
cléique)

tion de l’ADN) en une molécule d’ARN messager (ARNm), ensuite la traduction de
l’information portée par l’ARNm permet de produire différentes protéines. Au ni-
veau structural, le brin d’ARN est similaire à l’ADN, cependant le nucléotide U est
substituée au nucléotide T (complémentaire de l’adénine A dans l’ADN), ainsi que
l’association d’un sucre désoxyribose, dans le cas de l’ADN à la place d’un ribose
pour l’ARN (figure 1.9).

Figure 1.10 – Structure en double hélice de l’Acide DésoxyriboNucléique et structure en
simple brin de l’Acide Ribo-Nucléique.
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1.2 Intérêt des études en phase gazeuse

1.2.1 Lien entre structure et fonction biologique

Comme nous l’avions déjà évoqué précedemment, les fonctions biologiques des
macromolécules dépendent généralement de leurs structures tridimensionnelles. Les
protéines par exemple possèdent une structure particulière dont les propriétés physico-
chimiques permettent d’assurer une activité biologique normale. En revanche, une
structure ayant un repliment instable de la châıne protéique, entrâıne un dysfonc-
tionnement dans la fonction biologique de la protéine en question. C’est le cas de
certaines maladies neurodégnératives, e.g. Alzheimer, due au mauvais repliement de
la protéine d’amylöıde (figure 1.11).

La protéine d’amylöıde-bêta (Aβ) est composée de 37 à 49 résidus d’acides aminés.
Ce polypeptide est obtenu par protéolyse de la protéine précurseur amylöıde-bêta
(APP), qui est une protéine membranaire conservée chez les humains et concentrée
dans les synapses des neurones. L’APP joue plusieurs rôles comme la formation et
la réparation synaptiques, la régulation de plasticité neurale et l’exportation de fer.
L’accumulation des plaques amylöıdes Aβ sous forme fibrillaire amylöıde observées
dans le cerveau des patients atteints de la maladie d’Alzheimer peuvent altérer les
fonctions de l’APP qui se trouve en baisse de production. La perte d’APP causée par
la présence excessive d’Aβ peut produire des déficits physiologiques qui contribuent
à la démence.

Figure 1.11 – Microscopie électronique par transmission de fibrilles amylöıdes.

1.2.2 Structure native d’une biomolécule

La structure des biomolécules et de leurs complexes est susceptible de changer
selon l’environnement de la molécule. On appelle ”́etat natif”, toute conformation ou

10



CHAPITRE 1. BIOMOLÉCULES EN PHASE GAZEUSE

structure moléculaire tridimensionnelle adoptée par la molécule dans le milieu biolo-
gique et qui lui confère sa fonction. Pour relier la fonction biologique à la structure
d’une biomolécule, il faut idéalement déterminer la structure de la biomolécule dans
son environnement. Dans le cas de la protéine Aβ, les études spectrales par réso-
nance magnétique nucléaire (RMN) ont permis de déterminer la structure secondaire
du brin 1-42 de l’amylöıde-β, qui est composé de domaines en hélice α séparés par
des jonctions flexibles déstructurées. Cette observation montre aussi que la structure
dépend fortement du pH. Ainsi, pour obtenir plus d’informations sur la transition
conformationnelle qui pilote l’agrégation amylöıdale, les techniques d’études en phase
gazeuse permettent de déterminer la structure native par une détection qui préserve
le mieux possible l’information structurale, c.à.d. une technique qui est capable de
détecter les plus faibles des liaisons non-covalentes.

Figure 1.12 – SARS-CoV-2 spike in complex with the CA521 neutralizing antibody Fab

Le domaine d’étude structurale de biomolécules et ses complexes a démarré avec
les techniques d’analyses spectroscopiques en phase condensée (solide ou liquide).
Nous citerons parmi ces techniques les plus utilisées et qui permettent d’étudier les
interactions biomoléculaires : le dichröısme circulaire (CD), la spectroscopie Raman,
la spectroscopie infrarouge, la spectroscopie ultraviolette et la résonance magnétique
nucléaire (RMN) qui peuvent être appliquées sur des systèmes en phase liquide.

La cristallographie aux rayons X, s’applique sur les systèmes en phase solide.
Elle est également une des techniques très puissante permettant de déterminer les
structures moléculaires. Ainsi, elle a conduit en 1953 à l’identification de la structure
en double hélice de l’ADN, et celle de l’hémoglobine. Aujourd’hui, un grand nombre
de molécules biologiques révélées par cette méthode, sont répertoriés dans la Protein
Data Bank (PDB). Néanmoins, le pouvoir de résolution (2Å) de cette technique reste
insuffisant pour résoudre la position des atomes d’hydrogène. De plus, la difficulté
de cristalliser efficacement certains systèmes (protéines membranaires hydrophobes)
est un inconvénient majeur pour cette technique. Enfin, il ne faut pas oublier que ce
n’est à priori pas la structure native que l’on obtient en étudiant des molécules en
phase solide.
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La spectroscopie RMN, est une autre méthode employée dans l’étude des struc-
tures de molécules. Cette technique se base sur le phénomène physique de résonnance
magnétique. L’échantillon est soumis à une perturbation par un champ oscillant faible
(onde radio) et placé dans un champ magnétique constant fort, et il produira ce
qu’on appelle un signal RMN. Ce dernier permet l’observation des champs magné-
tiques locaux autour des noyaux atomiques. Ces champs intramoléculaires modifient
la fréquence de résonance, donnant ainsi accès aux détails de la structure électronique
d’une molécule et de ses groupes fonctionnels. L’avantage de la RMN réside dans sa
capacité à étudier des systèmes en solution, ceci permet de sonder la phase native,
afin de fournir des informations détaillées sur la structure, la dynamique et l’envi-
ronnement chimique des molécules. En pratique, l’investigation des spectres devient
extrêmement compliqué à mettre en œuvre lorsque la taille des systèmes augmente,
ainsi la RMN est limitée aux protéines inférieures à 35 kDa. Une autre limitation qui
se rajoute à la complexité d’interprétation est la nécessité d’utiliser une solution de
grande concentration (mM) et donc une grande quantité de produit (2 à 50 mg).

Bien que ces techniques citées ci-dessus permettent d’étudier la structure d’une
biomolécule, le résultat qu’elles donnent ne correspond pas à la réponse d’un objet
unique. Pour ces raisons, il était donc préférable de penser à utiliser une technique
d’étude en phase gazeuse comme une approche complémentaire avec la phase conden-
sée, permettant ainsi de comparer les résultats des deux phases.

Figure 1.13 – Structure du dimère de la vancomycine obtenu par cristallographie X [14].

1.2.3 Contrôle de la stœchiométrie

L’intérêt majeur de l’étude des biomolécules en phase gazeuse réside en la possi-
bilité de contrôler parfaitement la stoechiométrie du sytème étudié. On s’affranchit
également des effets du solvant, qui est essentiellement constitué d’eau dans un orga-
nisme, pour pouvoir se concentrer sur les propriétés intrinsèques du système. De plus,
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les techniques d’analyse en phase gazeuse offrent la possibilité de piéger et refroidir
vibrationnellement les ions moléculaires à l’aide des pièges ioniques et de les manipu-
ler par des champs électrostatiques, qui permettent d’interroger les espèces ioniques
isolées par spectroscopie laser à différentes échelles temporelles. En outre, les résul-
tats des expériences sur des molécules isolées en phase gazeuse peuvent être comparés
de manière fiable aux calculs de chimie quantique pour des systèmes simples, ce qui
n’était pas forcément le cas pour la phase condensée, où les modèles utilisés sont
complexes et peu robustes.

Figure 1.14 – Structure de Aβ1−40 dans 50 mM de NaCl mesurée par RMN de haute
résolusiton [15].

1.3 Techniques de mise en phase gazeuse de biomolécules

L’évaporation et la désorption des molécules sont les deux méthodes qui per-
mettent de mettre en phase gazeuse des molécules initialement sous forme liquide ou
solide. Parmi les techniques les plus répandues on peut citer, pour créer des espèces
neutres : le jet thermique, le jet supersonique, la source à ablation laser (MALD)
et la source à gouttelettes d’hélium. D’autres sources utilisées permettent d’obtenir
des espèces ioniques et/ou neutres : l’Ionisation/Désorption laser assistée par matrice
(MALDI), l’Electrospray (ESI) et le jet liquide (LILBID : Laser-Induced Liquid Beam
Ionization/Desorption).

Dans ce dernier cas, l’augmentation de l’énergie interne du système, ainsi que
les changements des propriétés physico-chimiques de l’analyte qui peut être ionisé,
varient selon le choix de la source d’ionisation. De manière générale, nous pouvons sé-
parer les sources d’ionisation en deux catégories, selon la quantité d’énergie apportée
à la molécule ionisée. On distingue ainsi les ”sources d’ionisation dites énergétiques”
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qui provoquent, en plus de l’ionisation de la molécule, sa fragmentation et les ”sources
d’ionisation dites douces” qui permettent de mettre en phase gazeuse des ions mo-
léculaires en préservant les liaisons non covalentes telles que les liaisons hydrogènes
responsables de la structure secondaire d’une macromolécule.

Les types de sources d’ionisation restent toutefois nombreuses, et possède cha-
cune un processus d’ionisation spécifique. En effet, une molécule neutre peut s’ioniser
selon différentes voies via l’éjection d’électrons, la capture d’électrons, la protona-
tion, la déprotonation ou par le transfert d’une espèce chargée d’une phase condensée
à la phase gazeuse. Dans le paragraphe suivant, on présente brièvement certaines
techniques d’ionisation.

1.3.1 Mise en phase gazeuse par chauffage

La sublimation et la vaporisation sont les premières techniques de mise en phase
gazeuse d’un système respectivement solide ou liquide. Il s’agit simplement de chauffer
de manière directe ou indirecte l’échantillon, afin d’augmenter sa température pour
atteindre un seuil permettant l’évaporation des molécules qui se trouvent à la surface
de l’échantillon et les passer en phase gazeuse.
En effet, la pression P de vapeur saturante d’une substance, qui est la pression obtenue
lorsqu’un équilibre est atteint entre les atomes ou les molécules désorbées et celles
adsorbées à la surface, augmente avec la température T de l’échantillon. C’est la
relation de Clapeyron (1.1) qui régit cette dépendance non linéaire entre P et T :

dP
dT = L

T∆V (1.1)

où L est la chaleur latente exprimée en (J/mol) et ∆V la variation du volume mo-
laire en (m3/mol). Le chauffage n’est donc pas adapté aux molécules thermiquement
instables, c.à.d. les molécules qui possèdent un seuil de dissociation plus faible que
l’énergie de désorption. De ce fait, cette méthode se limite, du point de vue des mo-
lécules d’intérêt biologique, aux systèmes composés de moins de 20 atomes environ,
telles que certaines bases nucléiques. Par exemple, la thymine, l’adénine et la cytosine
ont pu être anaylsées par Kim et al. [16] dans une expérience de sublimation en jet
supersonique. Une étude récente se focalise sur l’exploration d’une nouvelle technique
permettant l’évaporation de biomolécules neutres (comme des petits peptides et des
sucres) en présence d’un fluide supercritique comme le CO2 [17].

Toutefois, le chauffage reste une technique inadaptée pour étudier la structure
et l’endommagement des systèmes de grands poids moléculaires tels que les bases
d’ADN et d’ARN pour les raisons citées ci-dessus, et des sources plus douces ont
donc été mises au point pour étudier de tels systèmes en phase gazeuse.
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1.3.2 Electrospray

L’électrospray ou électronébulisation (ESI) est l’une des techniques permettant de
transférer en phase gazeuse, de manière douce, de grandes biomolécules déjà ionisées
en phase liquide. Cette technique a été développée en 1988 par John B. Fenn (prix
Nobel de chimie en 2002 [1]). Elle est aujourd’hui largement utilisée en protéomique
(analyse des protéines) et aussi par exemple pour l’étude en phase gazeuse de virus,
encore viables après électronébulisation [18].

Le principe de fonctionnement de l’ESI peut se décomposer en trois étapes :

1. Nébulisation par formation des microgouttelettes chargées au bout d’un capil-
laire métallique.

2. Evaporation et production des ions par explosions coulombiennes.

3. Transfert et isolation des espèces ioniques en phase gazeuse.

1) Nébulisation par formation des gouttelettes chargées au bout d’un capillaire
métallique :

L’échantillon à étudier est une solution qui contient des analytes dissoutes dans
un solvant (solution hydroalcoolique ou dans de l’eau). Cette solution est introduite
dans un capillaire métallique inoxydable à l’aide d’une seringue. Un potentiel élec-
trique élevé allant jusqu’à plusieurs kilovolts est appliqué sur ce capillaire, créant une
différence de potentiels entre le capillaire et une électrode située quelques millimètres
en aval de ce dernier figure (1.15). Le sens du courant ionique (sens de déplacement
des cations) dépend de la valeur du potentiel appliqué au niveau du capillaire. Dans
le cas du potentiel positif illustré sur la figure (1.15), les cations ont migré vers l’ex-
trémité du capillaire. En revanche les anions se déplacent dans le sens inverse.

À la suite de cette séparation des charges, on voit apparâıtre au bout du capil-
laire la formation d’un filament liquide (cône de Taylor), qui est due à cette répul-
sion électrostatique entre les charges. La nébulisation en fines gouttelettes chargées
à partir de ce cône de Taylor s’effectue lorsque l’équilibre entretenu entre les forces
électrostatiques et la tension de surface devient instable à cause d’une perturbation
(augmentation du champ électrique par exemple). Par la suite, les gouttelettes char-
gées vont se déplacer sous l’action du champ électrique et d’un gradient de pression
qui s’applique entre la source et l’entrée d’un analyseur en masse.

2) Evaporation et formation des ions par explosions coulombiennes :

Les gouttelettes multichargées et pulvérisées à partir du cône de Taylor possèdent
un diamètre initiale qui dépend de trois paramètres essentiels : le débit de la solution
utilisée, le potentiel électrique appliqué sur le capillaire et la conductivité du solvant
[19].

L’évaporation progressive du solvant des gouttelettes du fait des collisions avec
le gaz résiduel a comme effet de réduire leur diamètre, tout en gardant constant
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Figure 1.15 – Schéma représentatif du principe de fonctionnement de l’électrospray.

le nombre de charges dans une gouttelette. Ainsi, la densité de charge augmente
au fur et à mesure que le rayon R de la gouttelette diminue. Par conséquent, la
répulsion coulombienne devient du même ordre de grandeur que la tension de surface.
À ce moment, les gouttelettes se déforment et deviennent instables. On appelle cette
condition d’instabilité, la limite de Rayleigh qui conduit à une explosion coulombienne
qui va diviser la gouttelette en nanogouttelettes chargées.

Cette séquence de désolvatation et de fission coulombienne se répète à chaque
fois que la limite de Rayleigh est atteinte. Elle est d’autant plus efficace pour des
gouttelettes contenant des analytes hydrophobes. En effet, les analytes hydrophobes
occuperont plutôt la surface de la gouttelette et seront donc désorbées plus facilement.
Certains ESI utilisent un capillaire de transfert chauffé entre l’orifice et l’analyseur
du spectromètre de masse dans le but d’optimiser l’évaporation.

3) Transfert et isolation des espèces ioniques en phase gazeuse :

Il existe dans la littérature deux mécanismes qui permettent d’expliquer le pro-
cessus de production des espèces ioniques (protonées ou déprotonées) à l’aide d’une
source ESI. Le «Charged Residue Model» (CRM) a été le premier mécanisme pro-
posé par Dole en 1968 et étendu par Röllgen [20]. Dans ce mécanisme, les fissions
de Rayleigh consécutives s’arrêtent lorsque l’on n’a plus qu’un seul ion moléculaire
présent dans la gouttelette (figure 1.16).

Le deuxième mécanisme, est appelé «Ion Evaporation Model» (IEM). Dans ce
modèle, Iribarne et Thompson proposent une autre approche pour décrire la mise
en phase gazeuse des ions. La dispersion en nanogouttelettes à la limite de Rayleigh
aura lieu comme dans le cas du mécanisme CRM, jusqu’à ce que les gouttelettes
atteignent un rayon de l’ordre de 10 nm [21]. Une désintégration supplémentaire en
gouttelettes encore plus petites n’est pas censée se produire. Donc pour éliminer cet
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CHAPITRE 1. BIOMOLÉCULES EN PHASE GAZEUSE

excès de charges, les ions sont libérés de la surface des gouttelettes pour être mise en
phase gazeuse (figure 1.16).

Figure 1.16 – Représentation des deux modèles d’isolation des ions en phase gazeuse. À
gauche : le mécanisme IEM de Iribarne, À droite le modèle CRM de Röllgen. La figure est
tirée de la référence [22].

L’electrospray a l’avantage de produire, de manière douce, des ions de grande
masse moléculaire à partir d’une solution. Ceci est pertinent du point de vue bio-
logique (la structure native est conservée). Néanmoins, cette ionisation se déroule à
pression atmosphérique et les ions créés sont protonés ou déprotonés plusieurs fois.
Le grand état de charges implique donc une forte répulsion électrostatique qui peut
potentiellement affecter la structure native lors du passage de la phase liquide en
phase gazeuse. D’autres incovénients liés à cette technique sont dus à sa sensibilité
envers les sels et l’incompatibilité pour les détergents. Ainsi, les interactions faibles
sont facilement perdues lors des procédures d’isolation.

1.3.3 MALDI

L’ionisation-désorption laser assistée par matrice (MALDI), a été mise en place
par Karas et Hillenkamp en 1988 [2]. Cette méthode de mise en phase gazeuse n’est
autre qu’une version de la technique LDI (Laser Desorption/Ionization) qui avait été
devéloppée par Honig et Woolston en 1963 pour étudier la désorption, des espèces
ioniques et des neutres, induite par un laser pulsé à rubis avec une durée d’impulsion
de 50 ms sur une surface solide [23]. La seule différence apportée par le MALDI
par rapport à l’ionisation laser LDI est la nature et la préparation particulière de
l’échantillon.
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Le MALDI s’adresse à plusieurs types de biomolécules (biopolymères tels que
l’ADN, certaines protéines et des peptides) et diverses molécules organiques (telles
que les polymères, dendrimères et autres macromolécules). Ces molécules d’intérêt
sont piégées dans une matrice servant de vecteur d’énergie entre le faisceau laser et
la molécule. L’énergie des photons absorbées engendre la sublimation des molécules
de matrice puis l’expansion en phase gazeuse d’un nuage d’ions moléculaires. Durant
cette désorption, l’ionisation des analytes se produit par un transfert de proton (H+)
entre la matrice photo-excitée et l’analyte (figure 1.17). La dernière étape consiste à
transférer les ions vers un spectromètre de masse.

Figure 1.17 – Illustration de principe du MALDI. La désorption par laser permet de mettre
les molécules en phase gazeuse. L’ionisation a lieu via un transfert de charge entre la matrice
et l’analyte.

L’étape clé dans le MALDI est la phase de préparation de la matrice solide. Le
composé à étudié (analyte) est dispersé dans une solution saturée de petites molé-
cules (matrice) et l’ensemble est co-cristallisé par évaporation du solvant. Le choix
de cette matrice dépend principalement de l’espèce à étudier. Par exemple, pour
produire des espèces protonées, on utilise le plus souvent un acide (donneur de pro-
ton) comme l’acide α-cyano-hydroxycinnanique (189 Da) utilisé dans l’analyse des
peptides. L’étude des espèces déprotonées demande une matrice contenant une base
(accepteuse de proton). Il est également possible d’étudier des espèces neutres, en-
trâınées dans un jet supersonique et ionisées ensuite par un laser, en irradiant une
matrice à base de poudre de graphite [24,25].

La cible MALDI est irradiée par un laser dont la longueur d’onde est accordée
sur l’absorption des molécules de la matrice. Dans le cas d’une matrice de composés
aromatiques, il s’agit souvent d’irradiation par un laser implulsionnel émettant dans
l’UV, typiquement entre 193 et 430 nm [26]. Par ailleurs, d’autres matrices composées
de glace d’eau, de glycérol ou d’urée ont été irradiées avec succès par des laser IR
[27, 28]. Dans tous les cas, l’irradiation laser de la matrice se passe sous vide poussé
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(<10−6 Torr) à l’aide d’impulsions courtes de quelques nanosecondes afin d’éviter la
diffusion thermique de l’énergie directement vers la molécule.

Tout comme l’électrospray, la technique MALDI est considérée comme une source
d’ionisation «douce». Elle a l’avantage de pouvoir produire de grandes biomolécules
sous vide ce qui permet de réduire l’activation qui pourrait avoir lieu à pression
atmosphérique en utilisant l’ESI. Bien que les taux de fragmentation puisse être im-
portants dans le MALDI [29, 30], la tolérance à la présence des sels ioniques est un
atout par rapport à l’ESI. Les ions produits en MALDI ont également de plus faibles
états de charge. On obtient le plus souvent des molécules monochargées (simplement
protonées ou déprotonées), ce qui est à la fois un problème pour la détection des mo-
lécules de grandes tailles en spectrométrie de masse, mais permet aussi de diminuner
considérablement les effets de répulsions électrostatiques intramoléculaires et donc de
mieux préserver la structure native en phase gazeuse [31].

Un autre inconvénient du MALDI est lié à la non reproductibilité du signal d’ions
à cause de la faible homogénéité de l’échantillon initial irradié par laser selon la zone
irradiée, on n’obtient pas le même signal. De plus, comme notre objectif final est de
pouvoir étudier l’endommagement des biomolécules après leur irradiation en phase
liquide (cf. annexe A) et d’étudier les processus de chimie radicalaire liés notamment
à la migration des radicaux, cette technique est peu adaptée puisqu’on irradie une
matrice solide.

1.3.4 Désorption laser sur jet liquide sous vide

Dans les années 90, des expériences de MALDI ont permis par l’irradation laser
IR de matrices de glaces d’eau de générer de petits peptides [32] et des protéines [33]
en phase gazeuse. Ces matrices de glace d’eau produisaient des spectres de masses
de faible rapport signal sur bruit et donc une mauvaise résolution [34]. Pour pallier
ces problèmes de reproductibilité et de faible résolution rencontrés en MALDI, une
nouvelle technique s’est développée, permettant de mettre en phase gazeuse des bio-
molécules par désorption laser sur un jet liquide [35–40]. Cette technique, combinant
l’ionisation à la spectrométrie de masse par temps de vol a été mise en place par
plusieurs groupes, dont Kondow et ses collaborateurs [41–43], ainsi que par Abel et
al. qui ont travaillé sur la technique FL-MALDI (Free Liquid Matrix Assisted Laser
Dispersion of Ions or Ionic aggregates) permettant de générer des ions moléculaires
depuis un milieu aqueux directement sous vide [7, 44]. Aussi, l’équipe allemande de
Brutschy et al. [45, 46] a développé en 1996 la technique de LILBID (Laser-Induced
Liquid Beam Ionization/Desorption), utilisant un laser IR accordé sur le mode de vi-
bration O-H de la molécule d’eau (2.7 -2.8 µm) permettant une désorption très douce
d’agrégats protonés ou déprotonés à partir d’un jet liquide directement sous vide.

Le schéma de la figure (1.18) représente l’expérience de désorption laser sur jet
liquide réalisée par le groupe d’Abel. Dans la plupart des expériences de LILBID, un
jet liquide contenant le solvant et les molécules à étudier, est introduit sous vide à
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CHAPITRE 1. BIOMOLÉCULES EN PHASE GAZEUSE

Figure 1.18 – Schéma de l’expérience de désorption laser sur jet liquide d’eau (Montage
du groupe d’Abel [44]).

travers un orifice de diamètre de 10 à 20 µm à des pressions de 10 à 100 Bar et des
vitesses de propagation entre 10 et 100 m.s−1. La pression résiduelle dans la chambre
de désorption laser est maintenue à une faible valeur (10−5 mbar). Un piège refroidi
à l’azote liquide est situé en aval du jet permet le piégeage de ce dernier. À basse
température, la mise en œuvre des jets liquide d’alcool est plus facile que les jets d’eau
du fait de la faible température de fusion de l’alcool par rapport à celle de l’eau.

Processus de désorption laser

Les mécanismes d’éjection des ions moléculaires sous vide diffèrent selon la lon-
gueur d’onde du laser utilisé. Horimoto et al. [47] ont expliqué le mécanisme de dé-
sorption des molécules d’aniline par irradiation d’un jet liquide de propanol (20 µm,
0.2 ml/min) via l’absorption de deux photons venant de deux lasers différents (7.2
eV). Un premier photon émis par un laser UV à 266 nm, résonnant avec la transition
S0-S1 de la molécule d’aniline. Le deuxième laser émettant à 500 nm, permet ensuite
l’ionisation de la molécule. Le potentiel d’ionisation mesuré expérimentalement est
de 6.3 eV pour une molécule d’aniline solvatée [48]. En effet, l’ionisation se traduit
par l’éjection d’un électron de la surface du jet, en laissant une charge positive en
surface. Le modèle d’éjection coulombienne suppose que l’ion est désorbé de la surface
lorsque son énergie de répulsion électrostatique devient supérieure à son énergie de
solvatation. La vitesse de l’ion éjecté en phase gazeuse dépend de l’énergie du laser
incidente. Des expériences de désorption sur un jet de molécules d’anisole dissoutes
dans de l’éthanol pour des conditions similaires à celles notées ci-dessus pour l’ex-
périence de Horimoto et al. mais par irradiation d’un seul laser UV montrent une
vitesse d’éjection de l’ordre de 700 m.s−1 [49].
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Dans le cas d’une irradiation par laser IR, l’énergie laser est accordée sur la bande
d’absorption du solvant : autour de 3 µm pour l’eau (vibration OH) et autour de 10
µm pour les alcools (vibration COH), mais le mécanisme de désorption n’est toujours
pas bien compris.

Brutschy [45,50] a supposé qu’après l’absorption du rayonnement laser, une tran-
sition de phase (pour le solvant) a lieu au-delà du point supercritique, entrâınant la
vaporisation instantanée (au bout de quelque microsecondes). Durant cette vaporisa-
tion la densité du liquide décrôıt et la constante diélectrique devient égale à 1 (den-
sité du vide). Les ions de charges opposées se recombinent pour produire des espèces
neutres. Seuls les ions éjectés avec une énergie cinétique suffisante pour s’éloigner
d’un contre ion, i.e. vaincre l’attraction coulombienne entre deux charges opposées,
peuvent atteindre le détecteur, et être mesurés. Dans ce modèle nommé «lucky sur-
vivor», la puissance et la longueur d’onde du laser de désorption sont des paramètres
qui gouvernent la profondeur de pénétration du laser dans le jet et donc déterminent
le nombre d’ions désorbés de la surface liquide [51].

Abel et al. [7,52] proposent un autre mécanisme pour expliquer cette désorption,
en se basant, sur l’hypothèse suivante : l’absorption de l’impulsion laser provoque
un processus thermique déclenché par une onde de choc qui permet le réchauffement
local du liquide jusqu’à la dispersion de la zone irradiée en nanogouttelettes chargées.
La tension de surface dans les nanogouttelettes devient plus faible que la répulsion
coulombienne, conduisant à l’éjection des biomolécules chargées sous vide. De plus,
il a été montré par les mêmes auteurs que dans ce modèle la dispersion du liquide
est cohérente avec les mesures expérimentales. En effet, le nombre des ions détectés
évoluent en fonction de la concentration initiale des molécules dans la solution [7].
Ce modèle est aussi soutenu par des simulations de dynamique moléculaire pour
des clusters atomiques et moléculaires excités de manière impulsive [53, 54], par des
mesures de vitesse d’amas d’eau produits à partir d’un jet liquide [55] et par l’étude de
la distribution de états de charge des ions isolés en phase gazeuse après une désorption
laser sous vide sur de gouttelettes liquides [56].

La technique LILBID regroupe les avantages de deux techniques d’ionisation cités
ci-dessus, l’ESI et le MALDI, comme le montre le tableau récapitulatif (1.19). Elle
permet de transférer de grande biomolécules en phase gazeuse sous vide par absorption
d’une impulsion laser, créant des ions de faibles états de charges et avec de faible
taux de fragmentation. Le fait de travailler en phase liquide permet d’avoir un milieu
biologique pertinent pour nos études. En revanche, le rendement en ions est trop
faible par rapport à la quantité du produit consommé. Pour résoudre ce problème et
donc réduire la quantité du produit, une amélioration de la technique LILBID s’est
développée. Il s’agit de la désorption laser sur des microgouttelettes sous vide, que
nous décrirons dans le chapitre suivant.
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Figure 1.19 – Tableau comparatif des avantages (cases vertes) et des inconvénients (cases
oranges) des trois techniques de mise en phase gazeuse décrites précédemment : ESI,
MALDI et LILBID, pour les études d’endommagement de biomolécules à l’échelle molé-
culaire.

Nous allons maintenant rappeller les principes de base de la spectrométrie de
masse qui est la technique usuelle permettant de caractériser les espèces mises en
phase gazeuse par les sources précédemment décrites.
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1.4 Spectrométrie de masse : Aspects historiques

La découverte de la spectrométrie de masse remonte aux travaux d’Eugen Gold-
stein en 1886, qui ont permis la mise en évidence des ions positifs. L’étude de la
déflexion des rayons anodiques par un champ magnétique a été observé par Wilhelm
Wien en 1898. Cette étude révèle que les particules composant les rayons anodiques
n’ont pas toutes la même masse. Les premiers spectres de masses ont été enregistré
par J.J. Thomson en 1912 pour les molécules : N2, O2, CO2, CO, etc [57]. L’an-
née suivante, Thomson découvre les deux isotopes A = 20 et A = 22 du néon. La
construction d’un spectromètre à focalisation en direction [58] était une innovation
apporté par A. J. Dempster en 1918 conduisant à l’amélioration de la sensibilité des
dispositifs. En 1922, le chimiste et physicien Francis William Aston a introduit le
tri des ions en fonction de leur vitesse [59]. Cette idée lui a permis de mesurer les
abondances isotopiques du néon. Une nouvelle découverte est arrivée en 1936 par F.
Penning qui a proposé de piéger des ions dans un très faible volume, par la combi-
naison d’un champ électrique et un champ magnétique (piège de Penning). Un autre
type de piégeage, sans avoir recours à un champ magnétique, a été mis en place par
W. Paul entre les années 1953 et 1960. Ce piège qui lui a valu un prix Nobel en 1989
utilise un champ radiofréquence pour piéger les ions. Le piégeage des ions trouve un
intérêt majeur en spectrométrie de masse.

En 1955, Wiley et McLaren [60] ont développé le spectromètre de masse à temps
de vol qui a permis de séparer des particules chargées selon leur rapport masse/charge.

Figure 1.20 – Aspects historiques de l’évolution de la spectrométrie de masse.

La spectrométrie de masse est l’une des techniques les plus précises pour détermi-
ner la masse molaire d’une molécule et ainsi identifier et caractériser sa composition
chimique. Le principe consiste à séparer en phase gazeuse les ions moléculaires étu-
diés en fonction de la mesure de leur rapport masse sur charge. Cette technique
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analytique est désormais un outil indispensable dans de nombreux domaines d’appli-
cations : l’astrophysique, le nucléaire, l’industrie chimique, la médecine et la biologie
(par exemple l’analyse protéomique qui consiste à détecter et identifier une liste des
peptides caractéristiques d’un virus par exemple, comme la COVID-19). Récemment
la spectrométrie de masse a joué un rôle dans la recherche des infections virales
SARS-CoV2 [61,62], en utilisant une technique d’analyse par GC-MS (chromatogra-
phie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse) permettant la détection
des composés organiques volatils (VOC) dans l’haleine de patients infectés (figure
1.21 - A). Une autre technique proposée par les mêmes auteurs, permet d’éviter les
complications liées à l’analyse de la méthode (GC-MS) en utilisant des échantillons
par prélèvement nasopharyngés qui seront déposés sur un papier ou une surface hy-
drophobe et élués avec un solvant puis vaporisés comme dans une source ESI. Un
spectromètre de masse permet ensuite la détection des différents espèces moléculaires
(figure 1.21 - B).

Figure 1.21 – Deux techniques utilisant la spectrométrie de masse pour la détection des
infections virales SARS-CoV2 [61].

1.4.1 Structure d’un spectromètre de masse

Le résultat de la spectrométrie de masse est un histogramme qui représente selon
l’axe des ordonnées l’intensité relative à l’abondance de chaque espèce, et selon l’axe
des abscisses, la valeur du rapport m/z, où m représente la masse et z la charge
de l’ion. Cette séparation des ions traduite par la séparation des pics repose sur
le déplacement des particules chargées (ions positifs ou négatifs) dans un champ
électromagnétique. Le spectromètre de masse se compose de trois parties distinctes :
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1. Une source d’ionisation

2. Un analyseur

3. Un détecteur

Figure 1.22 – Structure d’un spectromètre de masse.

1) La source d’ionisation :

Le rôle de la chambre d’ionisation est de créer des ions en phase gazeuse. Nous
avons décrit précédemment les sources de mise en phase gazeuse les plus communé-
ment utilisées (voir paragraphe 1.3). Ces sources permettent l’ionisation d’atomes,
de molécules ou de clusters contenus dans un échantillon sous forme liquide (comme
dans l’ionisation par électronébulisation et les jets liquides) ou solide (comme pour le
MALDI). Le choix de la source dépend fortement de l’application souhaitée. En plus,
de nombreux critères (par exemple la volatilité, la stabilité thermique du composé à
analyser, la taille du système, les quantités de produit disponibles) ont une influence
directe sur le choix de la technique d’ionisation la mieux adaptée.

Les sources d’ions peuvent fonctionner selon deux modes. Un mode positif (créa-
tion des cations) et ou le mode négatif (création des anions). La façon d’obtenir des
espèces ioniques n’est pas unique, elle dépend de chaque technique, on peut citer par
exemple la protonation des sites basiques, la déprotonation des sites acides, la capture
électronique, etc. D’autre sources permettent de travailler avec des espèces neutres,
puis de les post-ioniser pour réaliser une spectrométrie de masse.

Il existe ainsi une multitude de façons d’obtenir des espèces en phase gazeuse,
autres que les méthodes douces (flammes par exemple, utilisées pour produire des
espèces en lien avec l’astrophysique). Cependant, on s’intéresse, dans le cas de notre
développement expérimental, que je décrirai dans le chapitre (2), à une source douce
de mise en phase gazeuse de type LILBID qui permet d’obtenir en phase gazeuse des
espèces protonées ou déprotonées.

2) L’analyseur :

Les ions produits dans la source sont dirigés après mise en phase gazeuse dans
l’analyseur sous l’action de champs électriques. Les analyseurs de masse permettent
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Analyseurs Résolution Gamme m/z

Quadripôle (Q) 2 000 8 000

Magnétique (EB) 20 000 20 000

TOF 20 000 500 000

Trappe ionique 20 000 20 000

FT-ICR 1 000 000 4 000

Table 1.1 – Quelques ordres de grandeurs de la résolution en fonction de la gamme de
masse pour plusieurs analyseurs.

de séparer les ions en fonction leur rapport m/z. Ainsi, la trajectoire d’un ion sou-
mis à une force de Lorentz, appliquée sur l’ion situé dans un champ électrique et/ou
magnétique, peut-être décrite à tout moment par le principe fondamental de la dy-
namique.

Il existe une multitude d’analyseurs de masse (voir 1.23). L’intensité du champ
appliqué détermine la vitesse des ions dans l’analyseur. Cette intensité peut varier,
selon le type d’analyseur utilisé, de quelques Volts (Quadripolaire, piège ionique ,
Résonance cyclotronique ionique) à plusieurs dizaines de kiloVolts (Temps de vol,
Electrique, Magnétique).

Figure 1.23 – Exemples de différents types d’analyseurs utilisés en spectrométrie de masse.

La sensibilté du spectromètre de masse varie selon le choix de l’analyseur. Un
analyseur par temps de vol tel que nous le décrirons ultérieurement se situe parmi les
analyseurs de haute résolution (20 000) pour une gamme de m/z de l’ordre de 500
000 (tableau 1.1).

3) Le détecteur :

Le rôle d’un détecteur est de compter le nombre des ions ayant été séparés par
l’analyseur pour obtenir l’information finale sous forme d’un spectre de masse. Il
existe plusieurs types de détecteurs (e.g : le cylindre de Faraday, le multiplicateur
d’électrons, le multiplicateur de photons) qui reposent sur des principes de physique
différents, mais avec le même rôle : celui d’amplifier le signal associé aux faibles
courants d’ions incidents (de l’ordre de 10−9 A) afin d’avoir un meilleur rendement
en comptage.
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Figure 1.24 – photographie d’un détecteur à galettes à micro-canaux (MCP).

Pour notre expérience, nous avons utilisé un détecteur à galettes à micro-canaux
(voir figure 1.24). Une galette à micro-canaux est un assemblage des multiplicateurs
d’électrons placé sous vide. Il s’agit d’un réseau de 104 à 106 canaux situés parallè-
lement les uns par rapport aux autres. Chaque micro-canal fait un diamètre de 10
µm et une longueur de 3 mm. Ainsi, ce type de détecteur fonctionne de la manière
suivante : une tension électrique appliquée entre la face arrière et la face avant de la
galette permet de générer un champ électrique constant. Lorsqu’un ion atteint l’en-
trée du détecteur, celui-ci produira des électrons secondaires de plus faible énergie ;
c’est le mécanisme d’émission secondaire.
Les électrons secondaires à leur tour vont être accélérés par le champ électrique et
vont vers la seconde galette pour produire à nouveau le même mécanisme. Il en ré-
sulte une amplification du signal. Afin de produire un gain maximal, les micro-canaux
peuvent être inclinés d’un petit angle (environ 8◦) par rapport à la surface de la ga-
lette pour que les ions puissent frapper les parois des micro-canaux et produire un
maximum d’électrons secondaires. De plus, on peut associer par exemple deux galettes
à micro-canaux assemblées en chevron.

Dans mon travail de thèse, j’ai travaillé sur différents types de spectromètres
de masse. Ainsi, le travail de développement expérimental effectué au sein du LPL
s’appuie sur un spectromètre de masse à temps de vol (voir section 1.4.2). C’est aussi
un spectromètre de masse à temps de vol qui est utilisé à la station d’accueil 9 de
FELIX (Free Electron Lasers for Infrared eXperiments) sur laquelle nous avons mené
nos études structurales sur des cages moléculaires (cf. chapitre 5) et sur des complexes
organométalliques (cf. chapitre 4). Une partie des études structurales a également été
effectuée sur un FT-ICR (voir section 1.4.3) à CLIO (Centre laser infrarouge d’Orsay).
Je vais décrire plus précisément le fonctionnement de ces deux types de spectromètres
de masse dans la partie suivante.
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1.4.2 Principe de fonctionnement de la spectrométrie de masse à
temps de vol

Les différents analyseurs cités ci-dessus (figure 1.23) demandent des optiques io-
niques qui sont parfois difficiles à mettre en œuvre. Le TOF (Time-Of-Flight) est
l’analyseur dont la conception et le principe de fonctionnement reste le plus simple.
Le faisceau d’ions quitte la source d’ionisation pour se diriger directement vers l’ana-
lyseur comme illustré sur la (Figure 1.25).

Le TOF est donc composé de deux parties. La «zone d’accélération» dans laquelle
les ions seront accélérés sur une petite distance d sous l’action d’un champ électrique
E. Il s’agit de deux électrodes qui sont portées à deux tensions différentes et constantes
dans le temps, afin d’extraire ces ions dans la deuxième partie du TOF. Après cette
accélération, les ions arrivent dans la deuxième partie du TOF appelée «zone libre
de champs» où ils passent en ligne droite le long d’un tube de longueur L soumis
à un vide poussé afin d’éviter les collisions avec le gaz résiduel. En l’absence de
champs électriques ou magnétiques, les ions traversent cette zone de vol libre à une
vitesse constante jusqu’au détecteur. Le temps t mis pour parcourir la distance L est
proportionnel à

√
m/z, ce qui permet donc de séparer les ions suivant ce rapport

masse sur charge et de déterminer ce rapport.

Figure 1.25 – Schématisation de la zone d’accélération suivie de la zone libre de champ.
Les points rouge et bleu représentent deux ions de masse et de charge différentes.

L’énergie cinétique d’un ion de masse m et de charge q = ze, où e est la charge
élémentaire, accélérée depuis le repos par un champ électrique de norme E sur une
distance d est :

1
2mv

2 = zeEd (1.2)

Or v est la vitesse de l’ion, elle s’exprime dans la zone libre de champs comme :
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v = L

t
(1.3)

Ce qui donne :

t = L
( m

2zeEd

)1/2
(1.4)

L’équation (1.4) montre que les ions de même rapport masse/charge arrivent en
même temps au niveau du détecteur. En outre d, L et E sont fixes pour une expérience
donnée, et le temps de vol, t, de l’ion est donc une mesure directe de son rapport
m/z. Une réécriture de l’équation (1.4) donne :

m

z
= 2eEd

(
t

L

)2

(1.5)

La résolution en masse «Rm» d’un spectromètre de masse à temps de vol est
définie comme :

Rm = m

∆m = t

2∆t (1.6)

Avec ∆t est la largeur en temps de vol mesurée expérimentalement par l’instru-
ment. Cette résolution Rm définit la capacité à pouvoir séparer deux masses proches
pour des ions de même charge q. Elle est proportionnelle au temps de vol. Une solu-
tion pour augmenter cette résolution consiste à allonger le tube de vol. Cependant, un
tube de vol trop long diminue les performances des analyseurs du TOF à cause de la
perte des ions après des collisions avec des molécules de gaz résiduel ou par dispersion
angulaire du faisceau d’ions. Il est également possible d’augmenter le temps de vol
en diminuant la tension dans la zone d’accélération mais ceci réduit la sensibilité de
l’appareil. Par conséquent, la seule façon d’avoir à la fois une bonne résolution avec
une bonne haute sensibilité est d’utiliser un long tube de vol d’une longueur de 1 à 2
m et une tension d’accélération de quelque dizaines de kiloVolt.

Reflectron

Un autre moyen qui permet d’améliorer la résolution en masse d’un TOF est le
reflectron. Ce système introduit par Mamyrin [63], permet de corriger la dispersion de
l’énergie cinétique des ions quittant la source avec le même rapport m/z. D’ailleurs,
la faible résolution d’un TOF dépend aussi de cette grande distribution d’énergie
initiale des ions, de leur dispersion spatiale (point source) et temporelle. Le reflectron
est une sorte de miroir électrostatique composé d’une série d’électrodes annulaires
portées à des potentiels croissants, qui vont inverser la direction des trajectoires des
particules chargées, afin de les focaliser sur le détecteur situé dans le même plan focal
que la source (voir figure 1.26).

Lorsque deux ions de même rapport masse sur charge, quitte la source à des
vitesses différentes, l’ion le plus rapide, pénétre plus profondément dans la zone de
réflectron par rapport à l’ion le plus lent, qui rebrousse chemin plus rapidement. Donc
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Figure 1.26 – Schématisation de la trajectoire de ions de même rapport m/z dans un
reflectron. L’ion bleu est plus énergetique que l’ion rouge.

suite à cette focalisation, les deux ions arrivent en même temps sur le détecteur. On
obtient ainsi une meilleure résolution. J’ai utilisé ce type de dispositif dans le mon-
tage de l’expérience de mobilité ionique à l’ILM pour l’étude des cages moléculaires
(chapitre 5).

1.4.3 Spectrométrie de masse à résonance cyclotronique ionique à

transformée de Fourier (FT-ICR)

La résonance cyclotronique ionique (ICR) a été développée au début des années
1930 par Lawrence et ses collaborateurs [64, 65]. L’utilisation de cette technique en
spectrométrie de masse a été introduite vers 1950 par Sommer et al [66, 67], et la
combinaison avec la technique de transformation de Fourier (FT) a été développée
par Comisarow et Marshall en 1974 [68]. En 1985, le couplage de sources externes à
un analyseur FT-ICR a été réalisé pour la première fois [69,70].

Les analyseurs de masse ICR sont capables de stocker des ions dans une cellule,
comme dans le cas d’un piège à ions quadripolaire (tridimensionnelle ou linéaire).
De manière génerale, le piège à ions est destiné à accumuler des ions sur différents
échelles de temps. Ceci permet d’interroger le système piégé avec une sonde (lumière,
électrons, ions...), d’améliorer la résolution d’un spectre (accumuler plus d’ions pour
avoir plus de signal) ou de façonner le faisceau (pour avoir des paquets d’ions bien
définis). Dans un piège à ions, les espèces chargées sont piégées en utilisant des champs
électriques dynamiques (champ radiofréquence RF) et dans certains instruments par
l’ajout d’un champ magnétique.

30
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Dans une cellule ICR la géométrie varie d’un instrument à l’autre. Une cellule cy-
lindrique est illustrée à la figure (1.27). Elle est constituée de trois paires de plaques
opposées utilisées pour le piégeage, l’excitation et la détection. Le principe de sé-
paration des ions dans cet analyseur repose sur la fréquence cyclotronique. Les ions
de masse m et de charge z se déplaçant dans un champ magnétique spatialement
uniforme d’intensité B, dirigé perpendiculairement à la direction de déplacement des
ions, seront soumis à la force de Lorentz et circuleront dans la cellule avec une pul-
sation cyclotronique ωc selon :

ωc = 2πfc = zB

m
∝ 1
m/z

(1.7)

L’équation (1.7) montre que tous les ions ayant la même fréquence cyclotronique
fc, indépendamment de leur vitesse initiale, sont de même rapport m/z. Par consé-
quent, la focalisation de l’énergie n’est pas essentielle pour la détermination précise
de m/z comme dans un TOF. Les ions générés dans la source doivent être guidés
dans la cellule.

Les ions peuvent être capturés dans la cellule en laissant entrer une petite quantité
gaz dans la cellule de pression de l’ordre de (10−8 mbar). Lorsque les ions entrent en
collision avec les molécules de gaz, ils changent de direction et sont donc affectés
par le champ magnétique et commencent leur mouvement cyclotronique (un ion sans
mouvement radial ne sera idéalement pas affecté par le champ magnétique). Cela
augmente l’efficacité du piégeage et refroidit également les ions de la même manière
que dans le piège à ions quadripolaire, les forçant ainsi à se rapprocher du centre de
la cellule. Il existe une autre méthode de piégeage avec des électrodes sur lesquelle
on applique des tensions continues permettant de convertir la composante d’énergie
cinétique des ions parallèle au champ magnétique (c’est-à-dire dans la direction z) en
énergie cinétique perpendiculaire au champ magnétique. Comme il ne reste plus ou
presque plus de composante de vitesse dans la direction z, les ions ne peuvent plus
s’échapper du piège.

La méthode de détection des ions dans un instrument FTICR est différente de
la majorité des autres spectromètres de masse, pour lesquel les ions frappent un
détecteur et sont donc perdus au cours du processus de détection. Pour détecter les
ions piégés dans la cellule ICR, une tension RF est appliquée aux deux électrodes
d’excitation figure (1.27). Les ions ayant la même fréquence ICR que la fréquence
de la tension RF sont excités à un rayon orbital plus grand. Lorsque l’excitation est
suffisamment élevée pour que les ions passent à proximité des plaques de détection,
un petit courant est induit dans la plaque à chaque passage d’un ion. Comme les
ions ont des fréquences ICR différentes en fonction de leur m/z, chaque fréquence de
courant générée correspondra à un certain m/z.

Il est possible d’exciter non seulement un type d’ions, mais aussi les ions d’une
certaine gammem/z à un rayon orbital plus grand en appliquant aux plaques d’excita-
tion une tension RF qui inclut toutes les fréquences correspondantes. Les électrodes
du détecteur vont alors capter les signaux générés par tous les paquets d’ions qui
tournent sur l’orbite excitée, ce qu’on appelle la détection à large bande. Chaque
paquet induira un signal chaque fois qu’il passe devant l’une des électrodes et un
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Figure 1.27 – (a) Schéma d’un spectromètre de masse à résonance cyclotronique ionique
à transformée de Fourier (FT-ICR). (b) cellule cylindrique. Image tirée de [71].

signal complexe dans le domaine temporel est acquis. Par transformation de Fou-
rier du spectre temporel, on obtient un spectre de fréquence, qui peut à son tour
être converti en un spectre de masse. Même si l’on enregistre pendant un temps très
court, toutes les fréquences correspondant aux ions excités seront présentes dans les
données transformées. Cependant, plus le temps d’acquisition est long, meilleure est
la résolution.

1.5 Conclusion

La fonction biologique des biomolécules et la manière dont elles se reconnaissent
sont intimement liées à leurs structures tridimensionnelles. Déterminer ces structures
peut se révéler très complexe, et j’ai montré dans ce chapitre que les études menées
en phase gazeuse présentent l’avantage important de travailler sur des systèmes bien
déterminés, de stoechiométrie contrôlée. J’ai présenté les sources de mise en phase
gazeuse ”douces” les plus communément utilisées, notamment l’électrospray, que nous
avons utilisée lors de nos études structurales sur des complexes organométalliques et
sur des agrégats métalliques (chapitre 4), ainsi que lors de l’étude de cages molécu-
laires (chapitre 5), mais aussi le LILBID, qui est au coeur du développement expéri-
mental que j’ai mené au sein de l’équipe BMS (chapitre 2). Coupler ces sources à des
techniques d’analyse par spectrométrie de masse représente un outil puissant d’ana-
lyse physico-chimique, outil que j’ai utilisé en interrogeant au préalable les systèmes
d’intérêt biologique étudiés avec des faisceaux IR. J’ai donc présenté plus en détail
dans ce chapitre les deux types de spectromètres de masse avec lesquels j’ai été amené
à travailler, le spectromètre de masse par temps de vol et le spectromètre de masse
à résonance cyclotronique ionique. Avant de présenter ces études menées sur des dis-
positifs d’accueil, je vais présenter plus en détail dans le chapitre 2 le développement
expérimental que j’ai réalisé sur une source de mise en phase gazeuse par désorption
laser sur microgouttelettes. Outre l’intérêt que peut représenter cette source dans la
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façon dont on peut préserver la structure native des biomolécules lors de leur mise en
phase gazeuse, travailler sur des gouttelettes sous-vide ouvre des perspectives pour
l’étude des phénomènes d’endommagement de biomolécules par des faisceaux d’ions
(Annexe A).
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Chapitre 2

Expérience de désorption laser sur
microgouttelettes sous vide

Comme nous l’avons vu dans le chapitre précédent, il existe plusieurs techniques
permettant d’obtenir des biomolécules en phase gazeuse, et la désorption laser en
fait partie. Si dans le MALDI, la désorption se fait à partir d’une matrice solide, il
est également possible de partir d’un milieu liquide (jet ou gouttelettes). Ceci pré-
sente plusieurs avantages : la distribution des biomolécules dans le liquide est plus
homogène que dans une matrice solide, ce qui permet d’améliorer la reproductibilité
expérimentale par rapport au MALDI. De plus, un milieu initial constitué d’eau li-
quide semble un bon point de départ pour l’étude de systèmes d’intérêt biologique.
Partant de ces constats, le dispositif expérimental que j’ai contribué à développer
est basé sur la désorption laser de microgouttelettes sous vide. Dans ce chapitre, je
vais d’abord décrire le dispositif expérimental complet de l’expérience de désorption
tel qu’il était quand j’ai commencé ma thèse. Je présenterai ensuite les différents
développements et modifications que j’ai apportés à ce dispositif pendant ma thèse.

2.1 Description de l’expérience de désorption laser sur

microgouttelettes

La figure (2.1) représente le schéma de l’expérience de désorption laser sur mi-
crogouttelettes sous vide telle qu’elle était losrque j’ai commencé ma thèse. Cette
expérience est inspirée de celle développée par l’équipe de Brutschy à Francfort [6] et
par celle d’Abel à Göttingen [7].

L’expérience se divise en trois parties principales :

— une source de désorption permettant la mise en phase gazeuse des biomolécules,

— une zone d’extraction pour collecter les ions produits par la désorption,

— et un spectromètre de masse.

La source de mise en phase gazeuse se décrit de la manière suivante : les micro-
gouttelettes contenant des biomolécules d’intérêt biologique sont générées à l’aide d’un
dispenseur commercial (voir paragraphe 2.1.1). Dans cette version de l’expérience, le
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dispenseur était placé dans une enceinte (chambre 1 sur la figure 2.1) couplée à une
pompe primaire pour maintenir la pression à environ 300 mbar. Une vanne à micro-
fuite reliant cette enceinte à l’air atmosphérique permet d’ajuster la pression dans
cette chambre pour respecter la pression minimale de fonctionnement du générateur
qui est de 250 mbar.

Figure 2.1 – Schéma de l’expérience de désorption laser sur microgouttelettes.

Les gouttelettes éjectées sont guidées sous vide à travers deux écorceurs. Le pre-
mier écorceur de 300 µm de diamètre permet de séparer la chambre du générateur
d’une chambre intermédiaire (chambre 2 sur la figure 2.1). Le second écorceur de dia-
mètre 500 µm, sépare la chambre intermédiaire de l’enceinte principale de désorption
dans laquelle les gouttelettes sont irradiées par un laser IR. La longueur d’onde du
laser de désorption est accordée sur la bande d’absorption du solvant utilisé. Le laser
est donc focalisé sur les gouttelettes dans la chambre de désorption permettant de
transférer les biomolécules instantanément en phase gazeuse sous vide. Cette enceinte
est pompée par une pompe turbomoléculaire pour maintenir une pression de l’ordre
de 10−5 mbar. La chambre intermédiaire est pompée pour maintenir une pression
inférieure à 10−1 mbar au travers du second écorceur mais aussi directement par un
pompage primaire.

La deuxième partie de cette expérience est constituée de la zone d’extraction.
Les ions éjectés de la gouttelette sont collectés dans cette zone. La première zone
d’extraction utilisée dans cette expérience était une zone d’extraction classique de
type Wiley MacLaren [60]. Il s’agit de deux électrodes séparées d’une petite distance et
placées sous vide. L’application d’une différence de potentiel entre les deux électrodes
permet d’accélérer les particules chargées, qui sont ensuite analysées dans la troisième
partie, celle du spectromètre de masse.

Lors de la désorption laser, les ions éjectés de la gouttelette possèdent une large
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distribution de vitesses. Abel a mesuré des vitesses comprises entre 5000 et 8000 m.s−1

pour des molécules éjectées d’un jet d’eau liquide par désorption laser IR [72]. Kohno
et ses collaborateurs ont mis en évidence deux familles de vitesse, les ions rapides
(1400 - 2300 m.s−1) et des ions lents (780 - 1500 m.s−1) obtenus par l’éjection d’agré-
gats d’aniline hydratés après irradiation d’un faisceau liquide par un laser IR dans la
gamme d’énergie 0.5 - 8 mJ [55].

Cette grande distribution de vitesses se répercute sur la résolution des spectres
de masse et conduit à des pics très élargis. Pour compenser cet élargissement, nous
avons modifié la zone d’extraction pour utiliser, comme c’est couramment le cas en
MALDI [73] une zone d’extraction retardée. Le système d’extraction retardée repré-
senté sur le dispositif (figure 2.1) est formé d’un ensemble d’électrodes pulsées (voir
sect. 3.3.3). Ce système permet de corriger les effets de la distribution de vitesses.

En effet, tous les ions arrivant entre les deux électrodes pulsées au moment d’une
impulsion électrique, vont acquérir une énergie cinétique suffisante pour atteindre
le détecteur. Par contre, ceux qui se trouvent en dehors de la zone d’extraction au
moment du pulse ne bénéficient pas de cette énergie et donc ne seront pas détectés si
leur énergie initiale est insuffisante pour arriver jusqu’au détecteur. Le rôle de cette
extraction retardée est donc de faire une sélection en vitesse des ions en fonction de
différents paramètres d’entrées (durée et délai du pulse notamment).

Les ions collectés dans la zone d’extraction sont ensuite analysés par spectrométrie
de masse. Notre spectromètre de masse est un analyseur par temps de vol (TOF).
Il contient des optiques ioniques (2 lentilles d’Einzel, 2 déflecteurs) et un détecteur.
Chacune des lentilles est formée de 4 plaques rectangulaires (voir figure 2.2) de la
même dimension (71 mm × 41 mm × 2 mm). Les deux plaques extérieures sont
toujours reliées à la masse. Elles sont percées d’un trou de 20 mm de diamètre. Tandis
que les autres plaques sont percées d’un trou de 35 mm de diamètre et soumises à
une tension non nulle.

Figure 2.2 – Schéma représentatif de la lentille d’Einzel. Les plaques en rouge sont reliées
à la masse et les deux autres (en vert) sont soumises à une tension non nulle.

Le rôle de ces lentilles est de collimater les ions au niveau du détecteur pour
optimiser la transmission du spectromètre de masse. Le potentiel appliqué sur les
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électrodes centrales de chaque lentille dépend donc des caractéristiques des ions qui
les traversent.

Figure 2.3 – Nouvelle source de désorption laser sur microgouttelettes sous vide.

Pendant ma thèse, j’ai effectué des changements ainsi que des développements
expérimentaux de façon à optimiser cette source de désorption, avec plusieurs objectifs
sous-jacents. Il s’agissait d’une part de rendre les réglages du dispenseur plus aisés
(placé dans une enceinte sous vide, le dispenseur était peu accessible), et il s’agissait
également de faire évoluer ce dispositif pour pouvoir l’utiliser à terme pour l’étude des
effets indirects lors de l’endommagement de biomolécules par irradiation. La figure
(2.3) représente le dispositif final permettant d’arriver à ce but.

Les grands changements par rapport à la première version de l’expérience étaient
d’une part d’ajouter un étage de pompage différentiel pour pouvoir générer des gout-
telettes à pression ambiante, en utilisant l’eau pure comme solvant 1. En effet, dans le
premier dispositif, il faut que la pression de vapeur saturante du solvant soit toujours
plus faible que la pression de la chambre d’éjection. Pour pouvoir éjecter des goutte-
lettes d’eau, il faut que la pression dans la chambre reste au-dessus de 250 mbar, qui
est la pression de vapeur saturante de l’eau à température ambiante (voir 2.1). Cette
condition a été réalisé à l’aide d’une micro-fuite dont l’ouverture a permis d’ajuster
la pression à environ 300 mbar. Cependant, les gouttelettes d’eau obtenues avec cette
version du dispositif (figure 2.1) se sont révélées trop instables pour être guidées jus-
qu’à la chambre de désorption. Ceci est certainement lié à la faible viscosité de l’eau

1. Ceci n’était pas possible dans la première version de l’expérience, du fait de la tension de
vapeur saturante élevée de l’eau. L’utilisation d’un solvant tel que le DiMéthylSulfOxyde était alors
nécessaire.

38
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qui rend l’éjection des micro-gouttelettes difficile, mais aussi à la conception du dis-
penseur qui est censé fonctionner à pression ambiante. Pour ces raisons d’instabilité,
nous avons rajouté un solvant de DiMéthylSulfOxyde (DMSO) pour avoir un mélange
(eau/DMSO) dans une proportion (1/4, 3/4). Ce solvant possède plusieurs caracté-
ristiques. D’abord sa large bande d’absortion dans la gamme de longueur d’onde du
laser de désorption, sa pression de vapeur saturante 5.10−1 mbar bien adaptée aux
conditions d’éjection et finalement son coût peu onéreux, ainsi que son efficacité pour
dissoudre la plupart des composés organiques d’intérêt biologique.

Solvant
Pression de vapeur
saturante (en mbar)

Viscosité dynamique
(en Pa.s)

DMSO 5,9.10−1 2,14.10−3

H2O 23 10−3

Table 2.1 – Comparaison des valeurs de la pression de vapeur saturante et de la viscosité
entre l’eau et le diméthylsulfoxyde.

Un deuxième objectif de cette optimisation du dispositif était d’améliorer la ré-
solution du spectromètre de masse en ajoutant un piège ionique de collection qui
permettra à terme de mieux collecter les ions après la désorption mais aussi de défi-
nir un réel point source pour le TOF.

A plus long terme, une dernière modification serait un couplage de ce dispositif à
une source d’ions atomiques monochargés permettant d’irradier les microgouttelettes
en phase liquide pour étudier les effets de cette irradiation en phase gazeuse (voir
Annexe A).

Tous ces changements ont demandé la conception et la fabrication de différentes
types de pièces mécaniques pour garantir le passage stable de la gouttelette sous vide à
partir de l’atmosphère. Ce travail de développement instrumental, a ensuite nécessité
de nombreux tests, qui pour le moment n’ont pas encore permis d’aboutir mais qui
nous ont ouvert de nouvelles voies de développement pour cette optimisation. Je vais
maintenant faire une description plus précise des différents éléments composant cette
source, avant de présenter dans la suite plusieurs exemples de tests de caractérisation
effectués pour son optimisation.

2.1.1 Génération des microgouttelettes

Le générateur de microgouttelettes est représenté sur la figure (2.4). Ce dispenseur
commercial est fabriqué par la société allemande microdrop Technologies GmbH.
Il fonctionne à pression atmosphérique à une fréquence allant de 1 à 6000 Hz. Il
produit des microgouttelettes ”̀a la demande” suite à une impulsion électrique. Le
liquide contenant les biomolécules à étudier passe à travers un capillaire en verre d’un
diamètre de 100 µm, ce capillaire est entouré d’un matériau piézoélectrique (figure
2.5). Lorsqu’une impulsion électrique est appliquée sur ce dernier, un mouvement
mécanique de contraction produit une onde de choc qui est transférée au liquide via
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Figure 2.4 – À gauche : photo du dispenseur connecté au réservoir de 5 mL. À droite : gé-
nérateur d’impulsion permettant d’ajuster les paramètres des impulsions électriques envoyés
au dispenseur. Les images sont tirées du site [74].

le capillaire. Il en résulte, en sortie de ce capillaire, l’éjection d’une microgouttelette
dont le diamètre et la vitesse dépendent des caractéristiques de l’impulsion et des
caractéristiques géométriques de la sortie du capillaire.

Figure 2.5 – En haut : schéma représentatif de principe du dispenseur Microdrop. En bas :
la phase d’éjection d’une gouttelette par ce dispenseur.
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Un générateur d’impulsion est aussi fabriqué par la même société. Il permet de
choisir soigneusement la structure de l’impulsion électrique (figure 2.4) délivrée au
piézoélectrique (forme du pulse : de 1 à 3 créneaux successifs, hauteur et largeur
de chacun des créneaux). La forme de cette impulsion détermine en grande partie la
forme des gouttelettes éjectées (taille, stabilité, vitesse), même si d’autres paramètres,
tels que la viscosité et la température du solvant utilisé, peuvent aussi influencer
la génération des gouttelettes. Ainsi, une nouvelle fonctionnalité de ce dispenseur,
permet de contrôler la température de la buse. À ces réglages intrinsèques, s’ajoutent
des réglages supplémentaires, liés au fait que dans notre expérience, le générateur
de gouttelette est fixé sur des montures réglables en translation et en rotation. Il
s’agit de platines piézo-électriques permettant des micromouvements dans les trois
directions de l’espace, et des platines de rotation permettant un déplacement de
quelques dizaines de degrés de grande précision, dans le but d’effectuer un alignement
mécanique des gouttelettes le long de l’axe défini par les écorceurs.

2.1.2 Système d’imagerie in situ pour la visualisation des micro-

gouttelettes

Un système de visualisation ”miniature” a été mis en place in-situ à l’entrée de
chacun des écorceurs séparant les différents étages du pompage différentiel, de façon
à pouvoir suivre la trajectoire de la microgouttelette et optimiser son guidage depuis
son éjection (figure 2.6) jusqu’à son arrivée au centre de la chambre de désorption.
Les caméras utilisées sont des caméras CCD de petite taille (3.2 cm × 3.2 cm × 2.5
cm), et une diode pulsée est placée face à chaque caméra pour une visualisation par
transmission et non par réflexion afin d’obtenir un meilleur contraste.

Figure 2.6 – Visualisation d’une gouttelette avec le système d’imagerie in situ à deux
instants différents entre 0 µs et 160 µs. Le solvant utilisé dans ce test était du DMSO, le
diamètre de la goutte est de 50 µm.
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Il y a au total dans la dernière version améliorée de notre expérience six caméras
CCD : deux caméras orthogonales devant chaque écorceur. Le premier montage est
celui représenté à gauche de la figure (2.6). Il permet de visualiser la micro-gouttelette
de la sortie du capillaire jusqu’au sommet de l’écorceur 1 (image prise pour les deux
instants t = 0 et 160 µs) lors de son passage à pression ambiante. Ce système nous
permet de contrôler la façon dont la gouttelette est éjectée (taille, forme, vitesse,
direction) de façon à obtenir les gouttelettes les plus stables possibles. On peut égale-
ment constater immédiatement un éventuel bouchage de la buse. Les autres montages
ont été installés dans les autres enceintes sous vide. La taille miniature des caméras
CCD est nécessaire du fait de l’espace réduit dans les différentes enceintes de pompage
différentiel. En revanche, la mise au point d’un tel système est une tâche minutieuse à
réaliser. Les caméras sont donc réglées et fixées manuellement pour donner une image
nette de la goutte avec un bon grandissement dans un petit volume (figure 2.7). Les
caméras sont toujours positionnées deux à deux de façon orthogonale pour vérifier la
superposition de la gouttelette avec l’axe vertical défini par les ouvertures des trois
écorceurs et le centre de la chambre de désorption. Une distance d’environ 9 mm
sépare le haut de chaque écorceur de l’objectif de la caméra. Chacune des caméras
CCD est reliée à un nano-ordinateur de la marque Raspberry Pi branché à un écran
permettant la visualisation et l’acquisition des images.

Figure 2.7 – À gauche : une photographie des caméras installées à 90 degrés l’une de
l’autre avec une diode pulsée en face de chaque caméra CCD. Ce système d’imagerie est
placée dans l’enciente intermédiare à 300 mbar. À droite : dimensions de la caméra CCD.

Lors du réglage du dispenseur, avant la mise en marche du laser permettant l’ex-
plosion des micro-gouttelettes, on travaille à une fréquence de 25 Hz. Ceci permet
une observation confortable des gouttelettes par effet stroboscopique (la persistance
rétinienne est de 50 ms). Lorsque le laser de désorption est en marche, c’est lui qui
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impose la fréquence de fonctionnement de la source. Cette fréquence est de 20 Hz, et
on observe alors un clignotement rapide des gouttelettes, qui n’entrave pas le suivi
de la trajectoire mais qui est inconfortable et visuellement fatigant.

Figure 2.8 – Photographie du Générateur d’impulsions numérique informatisé.

La synchronisation de l’ensemble des impulsions électriques de l’expérience est une
étape importante pour l’acquisition des données. Cette synchronisation est réalisée
à l’aide d’une horloge produite grâce à un générateur d’impulsions numérique infor-
matisé (figure 2.8) conçu et fabriqué par l’atelier électronique du laboratoire ISMO
à Orsay et piloté par une interface Labview (figure 2.10). La fréquence de l’horloge
détermine celle de fonctionnement de l’ensemble des appareils qui sont synchronisés
sur elle, c’est-à-dire la fréquence d’éjection du dispenseur pour générer les goutte-
lettes, la fréquence des impulsions électriques envoyées sur toutes les diodes lasers
pour produire les flashs lumineux et par la suite le déclenchement du laser de dé-
sorption ainsi que les alimentations électriques pulsées de la ligne d’extraction. En
modifiant le délai entre l’impulsion d’une diode donnée et celle de déclenchement du
dispenseur, on peut ainsi visualiser les gouttelettes à différents moments et donc à
différents endroits dans la limite de la zone de mise au point de chaque caméra.

Figure 2.9 – Chronogramme représentatif d’une séquence temporelle des impulsions élec-
triques envoyées aux diodes à différents délais et synchronisées par rapport à l’horloge
mâıtre. Pour mieux visualiser voir figure (2.30).
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La figure (2.10) montre un exemple avec quelques paramètres utilisés en phase de
réglage. Sur l’interface Labview qui permet de contrôler le GINI, la première colonne
(voie 0) est dédiée au paramétrage de l’horloge. La fréquence choisie vaut 25 Hz,
ce qui permet une observation confortable. Les 3 autres colonnes (voie 1, voie 2 et
voie 3) correspondent chacune à l’impulsion délivrée au couple de diodes de chaque
paire de caméras CCD, allant du première étage jusqu’au troisième étage. On choisit
le délai (instant auquel on envoie l’impulsion électrique de la diode par rapport au
zéro de l’horloge mâıtre). La durée de cette impulsion (temps du flash lumineux) joue
sur le contraste de l’image. Une valeur optimale pour un bon contraste varie entre 1
et 3 µs. La figure (2.9) montre une schématisation de la séquence temporelle de la
synchronisation des signaux réalisés par le GINI. Le dispenseur fonctionne à la même
fréquence que l’horloge mâıtre. Les différents délais (δ1, δ2 et δ3) sont respectivement
le temps séparant l’instant auquel on applique les impulsions sur chaque diode (voies
1, 2 et 3) par rapport à l’instant t0 du déclenchement de l’horloge mâıtre.

Figure 2.10 – Capture d’écran de l’interface Labview permettant le pilotage du GINI.
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2.1.3 Laser de désorption : laser OPO

Principe de fonctionnement d’un laser OPO

Le laser utilisé pour effectuer la désorption des microgouttelettes sous vide est
un laser OPO (Optical Parametric Oscillator). Il a été développé au sein de l’équipe
BMS durant la thèse de Jean-Christophe Poully. Ce laser permet d’obtenir des im-
pulsions brèves et intenses dans le domaine de l’IR autour de 3 µm avec une densité
de puissance de l’ordre de 100 mW.cm−2. Cet ordre de grandeur de la puissance
surfacique correspond à celui mesuré dans l’expérience de désorption laser sur micro-
gouttelette [50]. Le fonctionnement de ce laser s’explique par un phénomène d’optique
non-linéaire, contrairement aux lasers conventionnels basés sur le principe d’inversion
de population réalisée dans un milieu amplificateur. Lorsqu’un milieu est traversé par
un laser de pompe (Nd :YAG), l’émission de lumière par ce milieu est non linéaire,
ce qui rend possible la création d’ondes à de nouvelles fréquences (doublées, triplées,
etc...) différentes de celles du champ excitateur.

Figure 2.11 – Schéma de principe de notre oscillateur paramétrique optique (OPO). Le
faisceau pompe ωp permet de générer deux autres faisceaux de pulsations ωs et ωc. Le laser
de désorption IR à 3 µm est celui representé par une flèche rouge (ωc).

Le cristal non-linéaire utilisé dans notre OPO est un cristal de Niobate de Lithium
(LiNbO3) avec des propriétés de transparence aux longueurs d’ondes utilisées. Il est
pompé par un laser Nd :YAG (Neodymium-doped Yttrium Aluminium Garnet) im-
pulsionnel nanoseconde à une longueur d’onde de 1064 nm. Le cristal non linéaire est
placé dans une cavité formée de deux miroirs afin d’amplifier la lumière émise par le
processus non-linéaire (voir figure 2.11). À l’issue de ce processus, deux nouvelles fré-
quences se rajoutent à la pompe. Il s’agit d’un photon dit signal et d’un autre photon
dit complémentaire. On peut ainsi écrire l’équation de la conservation de l’énergie
durant ce phénomène comme suit :

ωp = ωs + ωc (2.1)
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où ωp, ωs et ωc sont respectivement les pulsations de chaque photon : pompe, signal
et complémentaire. C’est le dernier de ces trois rayonnements qui nous intéresse. La
condition de conservation de l’énergie (équation 2.1) est une condition nécessaire
mais pas suffisante pour l’optimisation du faisceau. En effet, il faut également lors du
processus non linéaire, que la quantité de mouvement de photons soit conservée. Cette
deuxième condition s’appelle la condition «d’accord de phase» ou «quasi-accord de
phase».

Figure 2.12 – Illustrations du désaccord de phase (cas colinéaire et non colinéaire) et de
la condition de conservation de l’énergie dans le cas de l’interaction paramétrique optique
(photo tirée de [75]).

Au fur et à mesure de la propagation dans le matérieu d’épaisseur L, les ondes
en interaction ne voient pas le même indice de réfraction, et donc n’ont pas la même
vitesse de phase. Ce caractère dispersif, aboutit à un déphasage ∆Φ entre ces ondes
(i.e. un déphasage entre les ondes générées et l’onde source). Selon le signe de dé-
phasage (∆Φ = ∆k.L), le transfert de l’énergie peut avoir lieu de la pompe vers les
deux autres ondes ou vice versa, avec une période égale à 2Lc , où Lc = π

∆K est la
longueur de cohérence du processus, qui dépend de la relation du désaccord de phase
ci-dessous (équation 2.2).

∆k = kp − ks − kc = 2π(np
λp
− ns
λs
− nc
λc

) (2.2)

L’intensité des ondes mises en jeu dans le processus non linéaire détermine son
efficacité. De plus, la condition d’accord de phase ∆k = 0, permet de s’assurer que
la phase relative conserve une valeur favorable à l’amplification paramétrique. Cette
condition est réalisée en utilisant des cristaux biréfringents permettant de compen-
ser la dispersion. En effet, on peut ajuster la valeur de l’indice optique vu par un
faisceau en jouant sur son angle d’incidence et sur sa polarisation. La propagation
de la lumière dans le cristal n’est pas la même selon les axes cristallographiques
(axe ordinaire et axe extraordinaire) du matériau. Selon le premier axe, la variation
d’angle d’incidence d’une lumière polarisée linéairement n’affectera pas l’indice. Par
ailleurs, suivant l’autre direction, la même lumière polarisée perpendiculairement à la
première, ne verra pas le même indice en fonction de l’angle d’incidence. Par consé-
quent, pour avoir un accord de phase, notre cristal est positionné sur une monture
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de rotation, permettant de faire varier l’angle d’incidence, afin d’obtenir une super-
position spatiale des trois faisceaux (voir la géométrie colinéaire de la figure 2.12).

La figure (2.11) montre le schéma de principe de notre OPO. Les miroirs (M1,
M2, M3, M4 et M5) sont traités pour réfléchir la lumière de la pompe avec des pertes
de l’ordre de 5%. La cavité entourant le cristal est aussi formée de deux miroirs ayant
un coefficient de réflexion de 97% pour la gamme de longueurs d’onde entre 1,5 et
1,9 µm. Elle est transparente pour le rayonnement à 3 µm. La lame demi-onde (λ/2)
située avant (M3), permet de changer la polarisation de la pompe en une polarisation
verticale pour assurer la condition d’accord de phase au sein du cristal. Le faisceau
pompe ressortant du cristal est atténué par l’absorbeur.

La condition de conservation d’énergie (équation 2.1) possède une infinité de so-
lutions qui permettent d’obtenir un couple de pulsations ωs et ωc dont la somme est
égale à la pulsation du faisceau pompe ωp. En revanche, l’accordabilité finale d’un
OPO est déterminée par la condition d’accord de phase. Dans le cas de notre laser,
cette plage d’accordabilité varie entre 2.5 µm et 4 µm. Pour obtenir une fréquence
précise du faisceau complémentaire ωc, il faut donc choisir l’angle d’incidence entre le
faisceau pompe et le cristal, conduisant à la condition de l’accord de phase (∆k =0).
Néanmoins, il existe une plage de fréquences, pour laquelle la condition de désaccord
de phase est très faible et qui conduit en même temps à une conversion avec un gain
non négligeable qui peut subsister dans la cavité. Dans ce cas, cette distribution de
pulsations dite acceptance angulaire, produit un élargissement spectral du faisceau
complémentaire qui est estimé à 50 cm−1, et qui dépend des propriétés du faisceau
pompe, du cristal et de l’angle d’incidence entre les deux.

Figure 2.13 – Spectres d’absorption d’une solution eau-DMSO pour différentes proportions
du mélange, entre 3800 - 2800 cm−1 [76]. Cette gamme de longueur d’onde située entre 2,63
et 3,57 µm correspond à la plage de notre laser OPO accordable autour de 3 µm.

La large bande spectrale de notre laser de désorption n’est pas un inconvénient
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pour la désorption des micro-gouttelettes sous vide, dans la mesure où l’on cherche
simplement un recouvrement suffisant avec les bandes d’absorption du solvant utilisé,
elles-mêmes assez larges. Comme expliqué précédemment, on utilise un mélange eau-
DMSO pour des raisons de stabilité. La figure (2.13) présente les spectres d’absorption
de mélanges eau/DMSO dans différentes proportions, ainsi que la gamme spectrale
de notre OPO.

2.1.4 Extraction et détection

Comme je l’ai évoqué dans le chapitre précédent (sect. 1.4.2), les ions générés par
notre source de désorption laser sur microgouttelettes sont extraits et analysés en
masse par un spectromètre de masse à temps de vol.
Dans un premier temps la ligne d’extraction installée dans ce TOF était une zone
d’extraction ”classique” composée de deux électrodes portées chacune à un potentiel
constant. La différence de potentiel entre les électrodes permet de créer un champ
électrique qui va accélérer les ions désorbés de la gouttelette qui se trouve irradiée
entre ces deux plaques.
Nous avons été amenés par la suite à la remplacer par une ligne d’extraction dite
”retardée” dont je détaillerai le fonctionnement dans le chapitre suivant. Brièvement
cette ligne d’extraction retardée, telle que décrite par Wiley et McLaren [60] et com-
munément utilisée en MALDI [73, 77], permet de corriger les effets d’élargissement
des pics dus à la grande distribution de vitesse initiale et donc d’améliorer la réso-
lution en masse (voir paragraphe 2.2.3). Pour ce faire, les tensions appliquées sur les
électrodes d’une extraction retardée sont pulsées et peuvent être déclenchées après
un délai temporel bien défini par rapport à l’impulsion laser.
Dans les deux cas, le faisceau d’ions est ensuite focalisé sur un écorceur qui sépare la
chambre de désorption de la chambre de mesure, cette dernière contient un détecteur
à galettes à micro-canaux qui permet la détection et le comptage des ions.
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2.2 Résultats expérimentaux (caractérisation de l’ancien

dispositif )

2.2.1 Mise en phase gazeuse d’un nonapeptide

Figure 2.14 – Spectre de masse obtenu par désorption laser des microgouttelettes de brady-
kinine dans un mélange contenant de l’eau et du DMSO (1/4 - 3/4) pour une concentration
de 100 µmol.L−1 L’énergie du laser IR vaut 3 mJ.

La figure (2.14) représente le spectre de masse obtenu lors de la désorption de
gouttelettes contenant de la bradykinine avec la première version de la source décrite
en section (sect. 2.1) dans la figure (2.1). La bradykinine est un nonapeptide de masse
molaire 1060 g.mol−1. Elle est fabriquée sous l’action d’une enzyme libérée dans la
sueur et joue le rôle d’un vasodilatateur (i.e. substance qui permet la dilatation des
vaisseaux sanguins afin de diminuer la pression artérielle). Cette molécule dont la
structure est représentée sur la figure (2.15) a été étudié dans l’équipe à l’aide d’une
source ESI.

Figure 2.15 – Structure de la bradykinine.
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Le laser de désorption (laser OPO à 3 µm) est focalisé sur la trajectoire des gout-
telettes entre deux électrodes d’une extraction classique et les tensions sont choisies
de façon à observer des espèces positives. Le spectre (2.14) montre la bradykinine
protonée et les agrégats de solvant de petit rapport m/z tels que H3O+(DMSO)n
avec n=3-6. Ces agrégats sont également observés dans des études menées sur la
microhétérogénéité du mélange eau-DMSO [78].

La désorption des ions de la bradykinine sous vide a permis de mettre en évidence
la capacité de notre source de désorption à mettre en phase gazeuse une molécule
d’intérêt biologique sans fragmentation. De plus, le choix de ce nonapeptide conte-
nant deux résidus basiques, montre également la capacité des techniques LILBID de
produire des espèces de faible état de charge. D’après, Brutschy et al. [79] la rai-
son pour laquelle les ions désorbés possèdent des faibles états de charge est la forte
recombinaison ion-ion (neutralisation) au cours de la désorption.

2.2.2 Mise en phase gazeuse d’un complexe non covalent

Nous avons également étudié la capacité de notre source de désorption à préserver
des interactions faibles lors de la mise en phase gazeuse, en réalisant la désorption d’un
complexe non covalent. Nous avons choisi le complexe formé entre la vancomycine et
un tripeptide analogue du précurseur membranaire sur lequel elle se fixe (figure 2.16).
Cette molécule a été étudiée par l’équipe auparavant, en spectroscopie IRMPD (Infra
Red Multi Photon Dissociation), dans le but d’obtenir des informations sur le site
d’attachement du récepteur à la vancomycine. La mise en phase gazeuse dans cette
étude antérieure s’est réalisée par une source ESI (sect. 1.3.2).

Figure 2.16 – Structure de la vancomycine et son récepteur membranaire.

Le spectre de masse de la figure (2.17), obtenu par notre source de désorption
décrite précedemment (sect. 2.1), atteste par la présence du pic correspendant au
complexe non convalent de la vancomycine Ac2

LKDADA du caractère ”doux” de l’io-
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nisation 2 lors de la mise en phase gazeuse de la molécule de vancomycine et son
récepteur membranaire.

Figure 2.17 – Spectre de masse obtenu par désorption laser de microgouttelettes contenant
de la vancomycine (V) et le tripeptide Ac2

LKDADA dans un mélange d’eau et de DMSO
(3/4 - 1/4) pour une concentration de 100 µmol.L−1 L’énergie du laser IR vaut 3 mJ. Le
délai d’extraction est de 8 µs.

D’autre part, cet exemple confirme que notre source nous permet d’obtenir des
espèces de faible état de charge : on observe, sur le spectre, la vancomycine dépro-
tonée une seul fois. Enfin, la vancomycine ayant tendance à perdre très facilement
un groupement CO2, l’utilisation de cette molécule est donc un test très sensible sur
la capacité de la source à limiter la fragmentation lors de la mise en phase gazeuse.
Afin de caractériser plus en détail cette capacité, l’influence de l’énergie laser sur la
fragmentation sera discutée dans la partie (2.2.4).

2.2.3 Amélioration de la résolution en masse

Ligne d’extraction retardée

Le pouvoir de résolution associé aux spectres de masse précédents est assez faible.
Il vaut environ m/∆m ≈ 12 pour un m/z de l’ordre de 1000. En effet, lors de la dé-
sorption, les ions éjectés par la gouttelette possèdent une large distribution de vitesses.
Cette dispersion d’énergie cinétique initiale est l’une des causes de la dégradation de
la résolution du spectromètre de masse par l’élargissement des pics.

La figure (2.18) montre l’effet du couplage d’un système d’extraction retardée à
la source de désorption. En comparant les spectres de temps de vol de la bradykinine
pour ces 2 types d’extraction, on constate une nette ammélioration de la résolution
en masse. Alors que le pouvoir de résolution est d’environ 18 à m = 1000 Da (41 µs)

2. On peut également observer ce complexe non covalent en phase gazeuse via une mise en phase
gazeuse par ESI mais sous des conditions de source assez tenues à réaliser.
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sans extraction retardée (spectre du haut), il est amélioré par un facteur d’environ 5
par la présence d’extraction pulsée (spectre du bas) ; on retrouve pour la même masse
(m = 1000 Da) un pouvoir de résolution de 85.

Figure 2.18 – Effet de l’extraction retardée sur la résolution des spectres de masse obtenu
par désorption laser des microgouttelettes de bradykinine dans un mélange eau et DMSO
(1/4 - 3/4) pour une concentration de 100 µmol.L−1 L’énergie du laser IR vaut 3 mJ

2.2.4 Influence de l’énergie laser sur les espèces désorbées

Le phénomène de désorption est très dépendant de l’énergie déposée par le la-
ser, mais également de la longueur d’onde utilisée. Selon ces deux caractéristiques,
l’explosion de la gouttelette peut être plus ou moins isotrope, et le signal d’ion ré-
cupéré dépend clairement de ce caractère isotrope. Un autre paramètre physique qui
caractérise le processus de désorption est la profondeur de pénétration du laser au
sein du solvant irradié. Nous reviendrons dans le chapitre (3) sur une description plus
détaillée des différents modèles proposés pour l’explication du processus de désorp-
tion. Le chapitre (3) portera donc sur des simulations ayant pour but d’obtenir des
informations sur ce processus de désorption encore mal compris.

En attendant, nous allons décrire une étude expérimentale de l’explosion d’une
microgouttelette en fonction des caractéristiques du laser de désorption.
On observe, d’une part, le processus de vaporisation de la gouttelette sous vide (pho-
tographies de la figure 2.19) pour une désorption laser de faible énergie de 0.7 mJ.
On obtient deux cas de figures selon la valeur de la longueur d’onde utilisée dans
cette désorption. Le premier cas est une explosion isotrope obtenue lorsque la lon-
gueur d’onde est légérement décalée vers le rouge par rapport à celle d’absorption du
solvant. Cette désorption est visualisée par les trois images du haut de la figure (2.19)
prises à différents instants. Le deuxième cas est celui d’une désintégration anisotrope
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de la gouttelette (représentée par les images du bas de la figure 2.19) losrque la lon-
gueur d’onde du laser est résonnante avec la bande d’absorption du solvant. Dans ce
cas, la faible profondeur de pénétration ne permet pas d’avoir un signal d’ions. Tan-
dis que l’expansion isotrope issue d’une forte profondeur de pénetration, nous permet
d’extraire avec notre ligne d’extraction retardée, un signal d’ions mesurable.

Figure 2.19 – Photographie de la gouttelette lors du processus de désorption dans l’ancien
dispositif (cf. 2.1). L’évolution temporelle (séquence en haut) représente une expansion plus
ou moins isotrope dans la direction perpendiculaire au pulse laser (le délai varie de ∆t =
0 µs, ∆t = 2 µs et ∆t = 20 µs de gauche à droite). En bas, la séquence représente une
explosion anisotrope de la goutte pour les délais ∆t = 0 µs, ∆t = 3 µs et ∆t = 20 µs.

D’autre part, la figure (2.20) montre des spectres de temps de vol obtenus suite
à la désorption de gouttelettes de DMSO contenant de la vancomycine (concentra-
tion de 10−4 M), pour un délai d’extraction de 8 µs (spectres obtenus avec la ligne
d’extraction retardée). L’intensité du signal lié à la vancomycine dans ce spectre dé-
pend de l’énergie laser. Il existe une énergie seuil de 1.5 mJ pour laquelle on observe
l’apparition de l’anion (V−) avec peu de fragmentation. Lorsque l’énergie du laser de
désorption augmente, l’intensité du pic de vancomycine augmente également mais le
pic lié à la perte d’un groupement carboxyle augmente également fortement. À 3 mJ,
on observe la saturation de l’intensité du pic de vancomycine et une intensité élevée
du pic lié à la perte de CO2. Par conséquent, l’énergie laser optimale permettant
d’obtenir le signal le plus intense avec le moins de fragmentation se situe donc en
dessous de 3 mJ.

Parallèlement, l’étude de cette molécule , comme nous l’avions déjà noté préce-
demment, est un bon test pour notre source, en tant que source d’ionisation douce
(Soft ionization), du fait qu’elle a tendance à se fragmenter facilement par la perte
d’un groupement carboxylique 3 (CO2).

3. Cette perte du groupement carboxylique du résidu dihydroxyphenylglycine correspond au
produit le plus abondamment observé dans les spectres CID à basse énergie de la vancomycine [80].
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Figure 2.20 – TOF (temps de vol) des ions désorbés à partir d’une microgouttelette conte-
nant de la Vancomycine (10 −4M), pour différentes énergies du laser de désorption, pour
un délai de 8 µs.
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2.3 Développements instrumentaux

2.3.1 Objectifs et contraintes

Comme je l’ai indiqué précédemment, l’un des objectifs du développement instru-
mental que j’ai effectué pendant ma thèse est de pouvoir travailler avec le dispenseur
à la pression atmosphérique par rapport à la première version de l’expérience où il
était placé dans une enceinte à 300 mbar (figure 2.1). L’objectif de ce changement
est de pouvoir former des microgouttelettes contenant uniquement de l’eau, qui est
un solvant se rapprochant davantage d’un environnemment biologique pour nos fu-
tures études d’endommagement de biomolécules, mais qui possède malheureusement
une tension de vapeur ne permettant pas de travailler à des pressions inférieures à
300 mbar. L’autre avantage lié à ce changement est de pouvoir gérer le fonctionnement
du dispenseur sans devoir ouvrir l’enceinte expérimentale et désaligner le montage :
opération assez courante pour des raisons de remplissage du réservoir de solvant mais
aussi pour le nettoyage de la buse en cas de bouchage, par exemple.

Cette évolution instrumentale est loin d’être anodine. La génération de goutte-
lettes directement à l’atmosphère engendre une modification du diagramme de pom-
page différentiel par l’ajout d’un étage à haute pression, impliquant un alignement
mécanique plus strict à cause de l’ajout d’un écorceur supplémentaire. De plus, ce
nouveau dispositif de pompage différentiel doit permettre de corriger les effets de
turbulences engendrées lors du passage du premier écorceur à haute pression mais
aussi de conserver les contraintes du schéma temporel : un passage de la région de
hautes pressions jusqu’à la chambre principale de désorption à basse pression de la
manière la plus rapide possible, afin d’éviter l’évaporation et/ou la congélation des
gouttelettes.

De façon plus détaillée, ce nouveau pompage différentiel se réalise par l’intermé-
diaire des trois différents écorceurs ayant des ouvertures de faibles diamètres (entre
200 µm et 500 µm) et qui sont positionnés à l’entrée de chaque enceinte (figure 2.21).
L’alignement mécanique de ces écorceurs est une tâche importante qui s’est réalisée
par des empreintes gravées au préalable sur chaque enceinte pour un meilleur cen-
trage du cylindre qui porte chacun des écorceurs, mais aussi en utilisant un laser pour
définir un axe commun pour ces écorceurs. La figure (2.21) schématise les différentes
chambres avec leur pression respective. La gouttelette éjectée à pression ambiante
traverse le premier écorceur, c’est le passage le plus délicat sur lequel il a fallu essayer
de nombreuses pièces de taille et géométrie différentes, ainsi qu’optimiser le parcours
de la gouttelette à l’air libre en réduisant la distance entre le dispenseur et le premier
écorceur. Arrivant au niveau du deuxième écorceur situé à environ 10 cm du premier,
la pression obtenue par une pompe primaire est de 300 mbar. La vitesse de la goutte
augmente sous vide. La position de la microgouttelette est visualisée par les camé-
ras CCD (voir partie 2.1.2). Cela permet de relever la vitesse de la gouttelette. Une
chambre intermédiaire se situe entre la première chambre et la chambre de désorp-
tion. Un dernier écorceur sépare les deux chambres. Cette chambre intermédiaire est
maintenue sous vide primaire à une pression de 10−2 mbar. Le nouveau schéma de
pompage différentiel destiné à guider les microgouttelettes sous vide dépend forte-
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Figure 2.21 – Vue d’ensemble de la nouvelle source. Le dispenseur et l’écorceur 1 sont à
pression atmosphérique.

ment de la géométrie du montage expérimental en question (diamètres des écorceurs,
alignement mécanique, ...). Ainsi, la traversée de la goutte à pression atmosphérique
est la partie la plus complexe à gérer.

Le parcours de la gouttelette à pression atmosphérique est ralenti par les collisions
qu’elle subit avec les molécules d’air. En effet, lorsque des gouttelettes deviennent
petites (de diamètre < 500 µm), leur vitesse de chute dans l’air diminue et le nombre
de Reynolds devient faible devant l’unité, c’est alors la force de friction visqueuse
donnée par l’équation de Stokes (eqt. 2.3) qui domine le mouvement de la gouttelette
dans l’air et qui s’exprime par la formule suivante :

F ∼ 6πη0RV (2.3)

avec η0 la viscosité dynamique de l’air, R le rayon de la goutte et V sa vitesse en
m.s−1.

Le poids d’une gouttelette liquide, de forme sphérique et de masse volumique ρ
subissant une accélération de pesanteur g s’écrit comme :

P = 4
3πρgR

3 (2.4)

À l’équilibre entre les deux forces (2.3) et (2.4), la vitesse de chute s’exprime
comme :

V ∼ 2
9
ρg

η0
R2 (2.5)
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La vitesse varie comme le carré de la taille de la goutte. La transition entre les
régime inertiel et de freinage visqueux se fait pour un nombre de Reynolds d’ordre
1 :

Re = ρaV R

η0
∼ 1 (2.6)

en considérant que ρa = 1,3 kg.m−3 est la masse volumique de l’air.

Pour une gouttelette de DMSO de rayon R = 50 µm éjectée dans l’air, la vitesse v
estimée par la relation (2.5) est de l’ordre de 0,3 m.s−1. Avec cette valeur de vitesse,
on trouve un nombre de Reynolds proche de 1.
La faible taille de gouttelettes, avec lesquelles nous travaillons, rend leur transfert
sous vide très complexe à cause de la présence des turbulences qui augmentent leur
trâınée de friction lors du mouvement.

Pour arriver à notre but, deux options pour le montage s’ouvrent donc à nous :
un montage avec des écorceurs espacés, ce qui permet de mettre des caméras devant
chaque écorceur et de suivre la trajectoire de la gouttelette au fur et à mesure, ou
bien une version plus compacte, qui présente l’avantage de limiter très fortement les
distances à parcourir dans les zones de turbulence, mais oblige à travailler à l’aveugle.

Dans ce qui suit, je présenterai, après la description de quelques nouveaux réglages
apportés par le nouveau générateur d’impulsions qui commande le dispenseur de
gouttelettes, une comparaison entre différents tests qui sont réalisés avec différents
montages (géométries plus compactes ou à écorceurs espacés). Les résultats sur la
stabilité de la gouttelette pour chaque cas sera discuté.

2.3.2 Nouveau générateur d’impulsions

Dans la nouvelle version du dispositif dans lequel les gouttelettes sont produites
directement à l’atmosphère, nous avons investi dans un nouveau générateur d’impul-
sions qui permet un contrôle très fin de la structure du pulse électrique provoquant
l’éjection. Le fonctionement du dispenseur est décrit dans la partie (2.1.1). Selon les
paramètres des pulses choisis, nous obtenons des gouttelettes de forme, de vitesse
et de direction différentes. Je présente dans la suite des exemples de différents tests
effectués à l’aide de différents types de pulses.

Le nouveau générateur d’impulsion permet également de contrôler en température
la buse du dispenseur dans une plage qui varie entre 25 et 100 ◦C. L’effet de la tem-
pérature est en effet directement relié à la viscosité du solvant utilisé puisqu’elle varie
en sens inverse de la température, comme le montre le tableau (2.2) pour l’exemple
de diméthylsulfoxyde (DMSO).

C’est ce solvant que l’on a utilisé pour les tests présentés ci-dessous. Dans l’en-
semble de ces tests, la température est régulée entre 25 et 31 ◦C. Dans cette gamme
de températures la viscosité du DMSO varie très peu, ceci permet une souplesse du
réglage, afin de retrouver la gouttelette à la même position lorsque la température
ambiante varie d’un jour à l’autre ou pendant une manipulation 4. A contrario pour

4. Pour les températures plus élevées, l’éjection d’une goutte n’est pas reproductible. On observe
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Température (en °C) Viscosité (en cP)

25 1.991

30 1.808

40 1.511

50 1.286

75 0.916

100 0.691

125 0.546

Table 2.2 – Viscosité du diméthylsulfoxyde (DMSO) comme fontion de la température.

étudier la stabilité de la goutte, j’ai choisi de fixer ce paramètre de température et
de jouer avec les paramètres du pulse (amplitude et durée) qui ont également un fort
impact sur la stabilité de l’éjection. Enfin pour le choix de la fréquence d’éjection,
même si le but est de travailler à 20 Hz pour être synchrone avec la fréquence du laser
de désorption, j’ai été amené parfois à faire fonctionner le dispenseur à des fréquences
plus élevées autour de 100 Hz pour accélérer la recherche d’une goutte en partant du
principe que j’ai une plus grande probabilité de voir la goutte en travaillant à haute
fréquence.

Le tableau (2.3) donne les caractéristiques de l’impulsion (triple pulse) delivrée
par le nouveau générateur d’impulsions dans le cas d’un test avec la configuration
expérimentale représentée sur la figure (2.23) de la section suivante. La fréquence de
fonctionnement du dispenseur était de 20 Hz. Les gouttes arrivent après 33,75 ms à
l’entrée du deuxième écorceur, toujours dans une enceinte à une pression d’environ
300 mbar (figure 2.23).

Paramètres d’une
impulsion triple

Tension
(en V)

Largeur du
pulse (en µs)

Délai
(en µs)

P1 124 39 42

P2 73 67 19

P3 -76 12 13

Table 2.3 – Les paramètres optimisés de l’impulsion à 3 créneaux (P1, P2 et P3) permettant
l’obtention de micro-gouttelettes de DMSO stables sous vide (avec l’écorceur commercial).

On retrouve ces ordres de grandeurs pour les délais avec une configuration si-
milaire (voir figure 2.24) dans laquelle nous avons simplement remplacé l’écorceur
commercial du montage précédent par un autre ”fait maison” d’une ouverture de 0.5
mm de diamètre. Les caractéristiques de cette pièce façonnée sur demande sont dé-
crites dans le paragraphe suivant (cf. 2.3.3). Dans cette configuration, on observe avec
les paramètres présentés dans le tableau (2.4) une goutte pour un délai de 250 µs au

un changement de taille de la goutte et de direction d’éjection
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niveau du premier écorceur situé à pression atmosphérique et pour un délai de 33 ms
pour le deuxième écorceur dans une enceinte à 300 mbar.

En comparant ces deux tests, on trouve que la goutte arrive en avance au niveau
du second écorceur pour le deuxième montage (figure 2.24), la différence de délai est
de 0.75 ms, ce qui implique que les gouttes éjectées avec l’impulsion décrite ci-dessus
conduisent à des gouttes plus rapides. L’ordre de grandeur de vitesse est estimée à
1.8 m.s−1.

De plus, la différence de taille entre les écorceurs situés à pression ambiante dans
chaque montage impacte la qualité du vide dans les chambres à vide avales. La goutte
est plus fortement accélérée dans le second montage (2.24) puisque le diamètre de
l’écorceur à pression atmosphérique est égal à la moitié de celui du premier montage,
ce qui fait que le vide est meilleur. La goutte subit donc moins la force de trâınée le
long de sa trajectoire.

Paramètres d’une
impulsion triple

Tension
(en V)

Largeur du
pulse (en µs)

Délai
(en µs)

P1 -115 27 16

P2 -33 29 1

P3 96 29 6

Table 2.4 – Les paramètres optimisés de l’impulsion à 3 créneaux (P1, P2 et P3) permettant
l’obtention de micro-gouttelettes de DMSO stables sous vide (avec l’écorceur ”fait maison”).

Pour effectuer de nouveaux tests avec d’autres géométries utilisant des écorceurs
de différentes tailles, il a fallu ré-adapter le système de visualisation, avec une mise au
point compliquée dans un espace réduit. La figure (2.22) représente une photographie
d’une gouttelette obtenue avec une nouvelle géométrie dans laquelle on visualise la
goutte à deux instants différents entre t = 450 µs à l’entrée du premier écorceur (φ1
= 500 µm) et à t = 11 ms à l’entrée du deuxième (φ2 = 300 µm). Dans ce test,
la goutte de DMSO qui fait toujours 50 µm de diamètre est nettement plus rapide,
mais les écorceurs utilisés sont de plus faible diamètre en comparaison avec les deux
configurations précédentes.

2.3.3 Conception d’un écorceur ”maison”

Comme indiqué précédemment, la pièce qui couplait initialement le dispenseur
situé à pression ambiante avec la première enceinte sous vide à 300 mbar était un
écorceur commercial de 1 mm de diamètre (voir figure 2.23). Je présente quelques
paramètres de l’impulsion (tableau 2.3) qui donnent une goutte stable sans pom-
page. Malheureusement, nous n’avons pas réussi à suivre cette gouttelette jusqu’à la
chambre de désorption. Pour cette raison, nous avons pensé à remplacer cet écor-
ceur par une autre pièce façonnée différemment pour répondre à nos besoins. En
effet, un désavantage de l’utilisation d’écorceurs commerciaux, qui sont destinés à
une utilisation sous vide, est que leur état de surface se dégénère rapidement avec un
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Figure 2.22 – Visualisation d’une gouttelette avec le système d’imagerie in situ à deux
instants différents entre t= 450 µs à l’entrée du premier écorceur (φ1 = 500 µm) et à t =
11 ms à l’entrée du second écorceur (φ2 = 300 µm). La solution est du DMSO. La goutte
fait 50 µm de diamètre.

flux important de gaz résultant d’un passage de l’atmosphère à un vide primaire : le
remplacement fréquent de ce type d’écorceurs serait bien trop coûteux !

La première pièce ”faite maison” que l’on a testée pour le passage sous vide à
partir de la pression atmosphérique est représentée sur le montage de la figure (2.24).
Cette pièce a été fabriquée à l’atelier mécanique de notre laboratoire. Elle possède
une première partie conique avec une ouverture de 0.5 mm (entrée de la pièce) et une
base de diamètre de 1.5 cm (coté du deuxième écorceur). La conception de cette pièce
trouve plusieurs avantages. D’une part, le design de cette première partie conique avec
une ouverture large en comparaison du diamètre d’une gouttelette, qui est d’environ
50 µm, correspond aux critères recherchés avec un écorceur commercial tout en étant
plus solide pour résister à un pompage à partir de la pression ambiante. Et d’autre
part, la seconde partie de cette pièce qui prend une forme cylindrique de 4 cm de
longueur rentre dans l’enceinte sous vide, afin de pouvoir guider la goutte jusqu’à la
chambre suivante plus facilement. L’anneau central, que l’on observe sur la figure et
qui entoure ce cylindre, est fait pour placer un joint torique qui garantira l’étanchéité.

Avec ce montage (2.24), on a visualisé une goutte stable au niveau du deuxième
écorceur de 1.5 mm de diamètre. Cette goutte est obtenue à l’aide du nouveau dis-
penseur par le biais d’une impulsion de -114 V d’amplitude et de largeur de 31 µs.
Le délai nécessaire pour cette observation était de 69.89 µs (pour la diode 1) et 21.6
ms (pour la diode 2 qui se trouve devant le deuxième écorceur). Les valeurs de ces
délais correspondent à un fonctionnement sans pompage. Or avec pompage, nous
n’avons pas pu observer la gouttelette après le premier écorceur, en ayant bien en-
tendu modifier au préalable les délais de visualisation qui ne sont évidemment pas les
mêmes avec et sans pompage. Dans cette situation, sans repère visuel en sortie du
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Figure 2.23 – À droite : le schéma représentatif du montage avec le dispenseur qui se situe
à pression ambiante, en amont du premier écorceur (φ1 = 1 mm). Le second écorceur (φ2 =
1.5 mm) est placé dans une chambre à 300 mbar. À gauche : deux photographies des deux
premiers écorceurs.

premier écorceur 5 et sans valeur ”de référence” connue 6, nous nous retrouvons dans
l’impossibilité de trancher entre le fait que la gouttelette se trouve à un délai qu’il
s’avère trop fastidieux de déterminer ou que celle-ci ne passe pas le premier écorceur à
cause d’un mauvais alignement ou de paramètres d’éjection inadaptés. De plus, cette
recherche de délais se trouve entravée par les possibles instabilités du dispenseur au
cours d’une manipulation de longue durée (changements dans l’éjection au cours du
temps, bouchage de la buse ...)

Puisque dans ces conditions la stabilité de la goutte ne permet pas d’obtenir
une reproductibilié d’un transfert sous vide permettant une désorption laser avec
un rendement suffisant 7, nous avons essayé une configuration avec deux écorceurs
inversés.

5. La partie cylindrique du montage, qui à terme devait protéger la gouttelette des effets de tur-
bulence du pompage, se trouve être extrèmement génante pour réaliser une quelconque visualisation
en sortie du premier écorceur.

6. Cette géométrie de montage étant nouvelle, aucune référence pour un délai en lien avec les
versions antérieures du dispositif instrumental ne peut être extrapolée.

7. Une acquisition d’un spectre durant plusieurs minutes, avec une gouttelette toutes les 40 ms,
il est nécessaire d’en vaporiser plusieurs centaines.

61
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Figure 2.24 – À droite : le schéma représentatif du premier montage avec le dispenseur
qui se situe à pression ambiante, en amont du premier écorceur (φ1 = 0.5 mm). Le se-
cond écorceur (φ2 = 1.5 mm) est placé dans une chambre à 300 mbar. À gauche : deux
photographies des deux premiers écorceurs.

2.3.4 Montage avec deux écorceurs inversés

Figure 2.25 – Au milieu : le schéma représentatif du montage avec deux écorceurs inversés
distants d’environ 1mm. Les trois photographies montrent : le dispenseur et la fiole contenant
la solution (photo à droite), le premier écorceur (φ1 = 300 µm) inversé (photo en haut) et
le deuxième écorceur (φ2 = 1.5 mm) placé sous vide (photo en bas).
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Les nombreux tests que j’ai présentés ci-dessus et qui n’ont malheureusement
pas abouti à une situation satisfaisante de stabilité, ont permis au moins d’obtenir
quelques paramètres d’éjections pour le fonctionnement du nouveau générateur de
gouttelette via plusieurs types d’impulsions (simple ou triple créneaux). Par consé-
quent pour optimiser la stabilité de la gouttelette, nous avons pensé à réduire la
distance qu’elle parcourt à pression atmosphérique. Nous avons donc étudié une nou-
velle géométrie plus compacte à l’aide d’un écorceur inversé (voir figure 2.25).
L’idée de cette géométrie est de simuler une sorte de lentille aérodynamique, qu’on
retrouve dans les expériences sur des sources aérosols [81]. Sachant que la taille de
nos gouttelettes sont au-delà des objets guidés par ces lentilles (ordre de grandeur de
2 micromètres de diamètre), nous avons essayé ce montage à écorceurs inversés pour
étudier l’efficacité d’un tel guidage dans notre cas.

Cette nouvelle géométrie possède comme avantage principal de minimiser la dis-
tance parcourue par la goutte dans l’air, puisque le dispenseur est plus proche de
l’écorceur ; donc moins sensible aux flux d’air. Ainsi, on augmente la probabilité de
passage de la goutte sous vide.
Toutefois l’utilisation d’une telle géométrie est difficile à mettre en oeuvre. Le manque
de répères visuels de la gouttelette en sortie de dispenseur rend difficile l’alignement
de ce dernier avec l’axe des écorceurs, puisqu’on doit travailler en aveugle. De plus,
la mise en place des caméras qui sont ajustées pour visualiser la sortie du premier
écorceur, l’entrée du second et le passage de la gouttelette entre les deux, est assez
laborieux au vu de l’encombrement dans cette chambre.

Nous avons travaillé avec un dispenseur dans cette configuration, qui éjecte des
gouttelettes à l’aide d’une impulsion de -133 V et de durée de 30 µs. La fréquence est
de 100 Hz et la température de la buse est maintenue à 29 °C. Le premier écorceur de
plus petite taille (φ1 = 300 µm) est placé dans une position inversée (pointe du cône
vers le bas) et l’écart entre la sortie du premier écorceur et l’entrée du seconde (φ2 =
1.5 mm) est de moins d’un millimètre. Pour ces tests, l’enceinte est pompée par une
pompe primaire à travers le deuxième écorceur.

Dans cet essai, la goutte reste visible durant le pompage ce qui n’était pas toujours
le cas dans les montages précédents. Le délai pour lequel on visualise la goutte varie
naturellement lorsque l’on modifie la pression dans l’enceinte. Afin d’étudier l’effet de
pompage sur la stabilité, j’ai connecté une vanne de micro-fuite à l’enceinte contenant
les écorceurs inversés. En modifiant la pression, on observe l’évolution de la durée que
met la goutte pour arriver entre les deux écorceurs en fonction de la pression dans la
chambre. Les valeurs représentées dans le tableau (2.5) montrent que le délai diminue
très légèrement lorsque la pression augmente.

Ce résultat semble contre-intuitif. On s’attendrait à voir une évolution inverse,
c’est-à-dire une diminution du délai lorsque la pression diminue. En effet, la vitesse
de la goutte devrait augmenter puisqu’elle subit moins de collisions avec les molécules
d’air (meilleur vide) et donc elle devrait mettre moins de temps pour apparâıtre entre
les deux écorceurs. Les variations de délai observées sont cependant très petites, et
peuvent être liées au caractère plus ou moins turbulent de l’écoulement tout autant
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Pression (en mbar) Délai (en ms)

430 8.640

320 8.635

290 8.649

230 8.669

160 8.71

150 8.73

Table 2.5 – La variation de temps d’arrivée (délai en ms) d’une goutte de DMSO entre
les deux écorceurs inversés (montage 2.25) en fonction de la pression (en mbar).

qu’à l’effet d’aspiration.

Toutefois, cette configuration compacte semble être mieux adaptée au transfert
des gouttelettes sous vide. C’est pour cela que nous avons effectué une nouvelle amé-
lioration de notre source de gouttelettes (figure 2.26) s’appuyant sur la configuration
avec un écorceur inversé.

Figure 2.26 – Schéma représentatif de la nouvelle configuration d’écorceur inversé avec
une pièce ”faite maison”. Les trois photographies montrent cette pièce située à pression at-
mosphérique. Elle joue le même rôle que l’écorceur inversé et permet d’optimiser la distance
séparant le dispenseur et le deuxième écorceur.

64
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Le montage de la figure (2.26) montre la dernière version que j’ai pu réaliser
pour l’optimisation de la source de gouttelettes. La pièce photographiée sur cette
figure a été conçue et fabriquée à l’atelier mécanique du Laboratoire de Physique des
Lasers. Le rôle principal de cette pièce en forme d’écorceur inversé est de protéger le
dispenseur situé à pression atmosphérique en positionnant la buse de celui-ci au plus
près de l’ouverture. Dans ce cas, le parcours qu’effectue la goutte à l’atmosphère est
bien plus court que dans les autres configurations.
L’autre avantage est que la taille de l’ouverture peut être modifiée puisqu’il s’agit
d’une pastille interchangeable de forme ciculaire en acier inoxidable de 2 mm de
diamètre, qui se fixe au bout de cette nouvelle pièce protectrice. L’ouverture dépend
donc de la taille du trou percé dans cette pastille. Dans l’exemple représenté ici,
l’ouverture fait 0.3 mm de diamètre. La distance séparant la sortie de la pièce avec
l’entrée du deuxième écorceur est d’environ 1 mm. Dans ce cas aussi, la visualisation
de la goutte n’est malheureusement possible qu’à l’entrée du second écorceur et on
n’a pas d’image de la goutte à la sortie du dispenseur.

Cette amélioration n’a malheureusement pas donné de meilleurs résultats que le
système précédent à écorceurs inversés. Néanmoins, ces différentes évolutions ont per-
mis à l’équipe de mieux comprendre les problématiques liées à ce passage sous vide
depuis l’atmosphère. Une configuration poursuivant l’évolution entamée vers un mon-
tage plus compact va donc être proposé (voir figure 2.27). Il s’agit d’un dispositif avec
des écorceurs imbriqués les uns dans les autres pour minimiser la distance parcourue
par les gouttes, limiter les possibilités que la goutte s’écarte de l’axe formé par les
écorceurs, et améliorer la qualité du vide en utilisant des enceintes plus compacte. Ce
nouveau montage est en cours d’exécution, il sera étudié pendant la thèse d’Ayoub
Badri dans l’équipe.

Figure 2.27 – Schématisation réalisée sur FreeCAD de la nouvelle configuration compacte
de la source de gouttelette avec des écorceurs rapprochés.
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2.4 Couplage avec un piège de Paul

2.4.1 Piège ionique (piège de Paul)

Le deuxième grand changement envisagé sur notre dispositif expérimental après
le passage du dispenseur à pression ambiante consiste en l’ajout d’un piège ionique
dans le spectromètre de masse. La résolution en masse obtenue en utilisant le système
d’extraction retardée s’avère insuffisante pour nos études. C’est la distribution de
vitesse inhérente au processus de désorption des gouttelettes, qui est la cause de cette
limitation en résolution. Pour résoudre ce problème, nous rajoutons un piège de Paul
à notre dispositif expérimental (voir figure 2.28). L’objectif principal de ce piège est
de définir un nouveau point source, réduisant considèrablement la distribution de
vitesses. De plus, ce piège, dit de collection, va permettre de gagner en intensité et
en transmission.

Figure 2.28 – Schématisation du piège ionique (piège de Paul) dans le spectromètre de
masse par temps de vol. La première plaque ainsi que l’électrode d’entrée du piège (de part
et d’autre de la zone de désorption) sont portées à environ 2000 V. Les autres valeurs
indiquées sont celles de l’extraction, du piégeage et de la détection. Cet exemple permet
d’étudier des ions positifs mais ce dispositif est également fonctionnel en mode négatif pour
étudier des anions.

En présence du piège, le spectre de masse est ici mieux résolu en masse. Ceci
est montré sur le spectre de la bradykine (2.29) obtenu pour des gouttelettes avec
le même solvant composé d’eau et de DMSO dans les proportions (1/4,3/4) et une
concentration de 10 µmol.L−1, en comparaison avec celui de la figure (2.14). L’effet
du piège se traduit par un pic mieux résolu de la bradykinine protonée, ainsi que par
l’apparition de nombreux agrégats de (DMSO)n(H20)m qui sont présents sans piège
mais en petite quantité. Ces agrégats peuvent être issus de la désorption (ce qui serait
un signe encourageant quant à la capacité de cette source à préserver la structure
native des biomolécules étudiées) ou bien ils peuvent être formés dans le piège. La
présence du piège provoque également une faible fragmentation de la bradykinine : on
observe les ions y+

8 et b+
8 correspondant à une perte de l’arginine en C-terminal ou en
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Figure 2.29 – Effet du piégeage sur la résolution des spectres de masse obtenus par désorp-
tion laser des microgouttelettes de bradykinine de concentration de 10 µmol.L−1 dans un
mélange eau et DMSO (1/4 - 3/4). L’énergie du laser IR vaut 3 mJ. La durée de piégeage
est de 10 ms.

N-terminal. Ces fragments observés dans certains spectres CID de la bradykinine [82]
sont probablement issus des collisions avec le gaz tampon à l’entrée du piège. En effet,
ces fragments ne sont pas observés dans la configuration de spectromètre de masse
avec seulement la ligne d’extraction retardée.

2.5 Conclusion

Dans ce chapitre j’ai présenté notre source de désorption laser sur microgoutte-
lettes unique en France et qui fait partie des sources ”douces” d’ionisation décrites
dans le chapitre (1). J’ai présenté en détail le dispositif expérimental ainsi que les
résultats de la désorption de molécules d’intérêt biologique telles que la vancomycine
et la bradykinine obtenues par la première version de l’expérience telle qu’elle était à
mon arrivé dans l’équipe. Ensuite, j’ai décrit les différents tests réalisés sur le dispo-
sitif afin de le faire évoluer pour pouvoir étudier l’endommagement de biomolécules.
Les deux grands changements nécessaires à ce projet sont l’éjection des gouttelettes à
partir de la pression atmosphérique et le couplage d’une source d’irradition à l’expé-
rience. Pour le moment, les développements expérimentaux réalisés n’ont pas permis
d’obtenir de gouttes stables sous vide, mais ils donnent des indications sur les futures
modifications à envisager. On se ré-oriente ainsi vers une géométrie plus compacte, en
acceptant l’idée de ne pas pouvoir visualiser la trajectoire des gouttelettes au fur et à
mesure de leur chute. En parallèle on remonte l’ancien dispositif, qui ne permettra pas
la perspective irradiation mais qui permettra d’analyser le processus de désorption
LILBID (objectif du chapitre 3), et de faire des études structurales avec cette source
pour comparer les structures obtenues avec celles des autres sources classiques.
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Figure 2.30 – Agrandissement de la figure 2.9 représentant une séquence temporelle des
impulsions électriques.
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Chapitre 3

Exploration des processus physiques
dans le phénomène de désorption des
microgouttelettes par simulations sous
SIMION

3.1 Introduction

Dans le chapitre précédent, nous avons vu l’importance de coupler un piège io-
nique à notre source de désorption en terme d’amélioration sur la résolution en masse
des spectres expérimentaux. Néanmoins, l’utilisation d’un tel piège ne permet pas
de comprendre comment les molécules d’intérêt sont passées en phase gazeuse lors
du processus de désorption. Le piégeage efface en effet toute mémoire sur les condi-
tions initiales de désorption. Pour pouvoir caractériser cette désorption et étudier les
caractéristiques des espèces désorbées après l’excitation du laser, on a choisi d’uti-
liser le système d’extraction retardée présenté précédemment. Dans ce chapitre, je
vous présente les informations que l’on pourrait obtenir avec ce procédé d’extraction
via des simulations numériques. Ces simulations montrent la possibilité d’explorer
la désorption des gouttelettes par l’analyse de plusieurs distributions énergétiques
et angulaires d’un système donné pour reproduire les résultats expérimentaux. Elles
apportent des informations essentielles pour la compréhension de cette désorption,
et également des informations qui permettent de mieux adapter les paramètres ex-
périmentaux pour garantir le caractère doux de la mise en phase gazeuse et ainsi
permettre la préservation de la phase native des biomolécules étudiées.

3.2 Processus de désorption laser

La mise en phase gazeuse par désorption laser IR sur un jet liquide ou des mi-
crogouttelettes n’est pas totalement comprise. Parmi les deux grandes hypothèses
expliquant ce qui se passe lors de cette vaporisation, un mécanisme de nature ther-
mique lié à un chauffage local du liquide, ou bien un mécanisme mécanique due à la
propagation d’une onde de choc [72,83] sont évoqués.
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Figure 3.1 – Séquence d’images prises à différents instants de l’explosion d’une gouttelette
d’eau par désorption laser (λ=3 µm, Elaser = 10 mJ, TPulse= 6ns). Selon ce processus de
désorption décrit par Brutschy [6], les ions détectés sont ceux éjectés sous vide de la partie
supérieure de la goutte (le laser traverse de quelque micromètres la goutte en provenant
par-dessus perpendiculairement à l’axe de la détection).

Le modèle proposé par Brutschy [6] est l’un des modèles de désorption reposant
sur un mécanisme thermique. Ce modèle suggère que la mise en phase gazeuse après
l’absorption de l’énergie laser 1 par un liquide est la conséquence d’une transition de
phase rapide au-delà du point supercritique du solvant irradié. Dans ce passage en
phase gazeuse, la diminution de la densité du liquide est suivie par une décroissance
de la constante diélectrique du milieu, ainsi les ions de charges opposées formeront
des espèces neutres (après recombinaison). Par conséquent, seuls les ions, ayant une
énergie cinétique suffisante pour se retrouver dans une zone éloignée d’un contre-ion
vont être détectés par spectrométrie de masse (modèle du ”lucky survivor”). La figure
(3.1) montre des images de la désorption d’une gouttelette d’eau prises à différents
instants. Les ions détectés dans ce modèle sont ceux qui sont éjectés de la surface
irradiée après l’absorption du laser.

Abel et ses collaborateurs ont suggéré l’existence de différents régimes de désorp-
tion selon l’énergie et la longueur de pénétration du laser employé dans ce processus.
Ainsi, ils observent par l’usage d’un système HSVS (High speed video stroboscopy),
la désintégration d’un jet d’eau liquide par désorption laser IR. L’éjection des ions
de grandes vitesses (régime de faible profondeur de pénétration : λIR= 2.8 µm) se
réalise suite à un dépôt d’énergie en surface du liquide. Cette énergie absorbée permet
de générer une onde de choc qui aboutit à l’explosion thermique du liquide [44]. Il
résulte de cette dispersion (explosion asymétrique) de petites gouttelettes chargées
ayant une tension de surface en surcharge. Ceci conduit à la libération de molécules

1. Le rayonnement laser pénètre la goutte de quelque micromètres provenant du côté supérieur
perpendiculairement à la détection (figure 3.1).
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Figure 3.2 – Processus de désorption décrit par Abel [72]. Mesures de vitesses des ions
éjectés par désorption laser sur un jet d’eau pour deux longueurs d’onde différentes (gauche :
2.6 µm, droite : 2.8 µm). L’axe td représente le délai de l’optique ionique exprimé en µs.

sous vide. Lorsque la longueur d’onde utilisée est faiblement absorbée (régime de forte
profondeur de pénétration : λIR= 2.6 µm), les temps d’arrivés (td) mesurés dans l’ex-
périence sont plus longs et donc on a affaire à des ions éjectés moins rapides que dans
le cas précédent (voir figure 3.2). Le modèle d’Abel est conforté par certaines simu-
lations de dynamique moléculaire réalisées sur des systèmes d’agrégats atomiques ou
moléculaires excités de manière impulsionnelle [53,54], par des expériences similaires
de mesures de vitesse sur des agrégats d’eau produits à partir d’un jet liquide [55], et
par l’étude de la distribution de charge en phase gazeuse suite à l’ablation laser de
microgouttelettes [56].

Une meilleure compréhension du processus de désorption est donc nécessaire pour
mieux caractériser les espèces désorbées. Il est également important de connâıtre les
vitesses des ions éjectés d’une gouttelette pour bien choisir les potentiels appliqués sur
les électrodes dans le spectromètre de masse (système d’extraction retardée, lentille
de Einzel, ...) qui vont déterminer la trajectoire des ions dans ce dernier avec pour
objectif d’obtenir la meilleure résolution avec une transmission maximale au niveau du
détecteur. Un des outils qui permet d’étudier l’effet des paramètres expérimentaux sur
la transmission du spectromètre de masse consiste en la simulation de la trajectoire
des ions en faisant varier certains paramètres. Le logiciel sur lequel j’ai réalisé mes
simulations est présenté dans le paragraphe suivant.
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3.3 Simulations SIMION

3.3.1 Introduction

SIMION est un logiciel principalement utilisé pour calculer les champs électriques
ou magnétiques et les trajectoires des particules chargées dans ces champs lorsque l’on
définit notamment une configuration d’électrodes avec des tensions et des conditions
initiales de particules. Il s’agit de résoudre les équations de Laplace en tout point de
la géométrie définie au préalable, afin de simuler les trajectoires des ions et d’obtenir
les spectres de masse théoriques.

La simulation commence par la configuration de la géométrie du spectromètre de
masse, c.à.d. la création d’une zone nommé ”workbench”. Dans cette zone on définit
l’ensemble des électrodes avec leur forme géométrique. Le logiciel permet de pro-
duire cette tache via deux moyens : le premier consiste à définir «manuellement» les
électrodes en utilisant les fonctions présentes sur SIMION pour dessiner (Box, Line,
Circle, ...). Souvent cette méthode est lente pour définir des géométries complexes.
Le deuxième moyen, qui est plus efficace, consiste à définir la géométrie via un fi-
chier .GEM, qui nous permet de modéliser l’ensemble de l’expérience ainsi que les
différentes cotes nécessaires pour définir les plans de masse. Elle facilite énormément
les possibilités de modifications futures de la géométrie actuelle si on le souhaite. A
titre d’exemple, j’ai pu rajouter facilement un tube pour voir l’effet de la position du
détecteur sur le temps de vol des ions, j’ai aussi ajusté la distance entre les différentes
électrodes.

Une fois la géométrie définie, le logiciel résoud l’équation de Laplace, en tenant
compte des tensions appliquées sur les différentes électrodes pour obtenir les poten-
tiels en tous points du volume. L’équation de Laplace est une équation aux dérivées
partielles qui s’exprime par

∆V = ∂2V

∂x2 + ∂2V

∂y2 + ∂2V

∂z2 = 0 (3.1)

En l’absence de charge, l’équation bidimensionnelle devient ∂2V
∂x2 + ∂2V

∂y2 = 0. C’est
cette équation que SIMION va résoudre numériquement par la méthode des diffé-
rences finies. Cela revient à mailler le plan sur lequel nous cherchons le potentiel en
question, par une grille dont les mailles sont très petites, de dimension ∆x et ∆y. La
discrétisation de l’équation de Laplace donne une bonne approximation du potentiel
en chaque point de la grille. Ce potentiel est égal à la moyenne des potentiels des
quatres voisins

V [i, j] = V [i− 1, j] + V [i+ 1, j] + V [i, j + 1] + V [i, j − 1]
4 (3.2)

La précision des calculs crôıt avec le nombre de points dans le maillage. Cependant,
ce nombre est toujours limité par la mémoire vive de la machine qui fait ce calcul.
Pour avoir un ordre de grandeur de ce coût en mémoire vive, la reproduction des
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dimensions de notre dispositif avec une échelle de 1 mm = 1 unit donne : 1400 mm
selon (Ox), 401 mm selon (Oy) et 401 selon (Oz). Or, un point utilise 10 bytes de
RAM. Donc 2.25 Gbytes étaient nécessaires pour simuler la trajectoire des ions dans
un tel volume.

En plus de la possibilité de configurer la géométrie, SIMION fournit d’autres fonc-
tionnalités importantes pour nos simulations. On peut citer notamment la possibilité
d’introduire un code pour faire varier les potentiels appliqués sur une ou plusieurs
électrodes au cours du temps (voir 3.3.3), ou la modélisation des collisions entres
les particules. Il permet aussi l’enregistrement des données et la visualisation des
géométries, des trajectoires et du potentiel ressenti par les ions.

3.3.2 Modélisation de la géométrie du spectromètre de masse

Figure 3.3 – Schéma représentatif de l’expérience de désorption.

Comme je l’ai indiqué ci-dessus, j’ai opté pour l’option la plus rapide pour modé-
liser intégralement l’expérience, celle du fichier GEM prédéfini au préalable à l’aide
d’un fichier texte. La figure (3.3) représente le schéma de l’expérience de désorption
à 3 dimensions. On retrouve sur cette géométrie l’ensemble des deux enceintes sous
vide reliées par un tube. Pour visualiser de plus près les dimensions du dispositif,
je représente sur la figure (3.4) une coupe à 2D dans le plan (x,z). La désorption
laser aura lieu dans la première enceinte, qui se trouve à droite sur ce schéma. Cette
enceinte contient l’électrode soumise à un potentiel constant, à droite de la goutte, et
les plaques d’extraction retardée et la première lentille d’Einzel à gauche. La seconde
enceinte contient une deuxième lentille d’Einzel et les galettes de détection du spec-
tromètre de masse. L’ensemble des électrodes rectangulaires du dispositif possèdent
la même dimension (71mm x 41mm x 2mm).

L’électrode E3 de la figure (3.4) représente la première plaque de l’extraction
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retardée. Elle est constituée d’une grille de dimensions (60mm x 27mm x 1mm). La
deuxième plaque E4 et la dernière plaque de l’extraction retardée sont percées d’une
grille circulaire au centre, de diamètres de 15 mm et 10 mm respectivement. Chacune
des lentilles Einzel 1 et Einzel 2 contient 4 plaques. Les deux plaques extérieures
sont toujours reliées à la masse et les deux autres sont percées d’un trou de 20 mm
et 35 mm respectivement. Le rôle de ces lentilles est de collimater le faisceau d’ions
au niveau du détecteur pour optimiser la transmission. Le potentiel appliqué sur les
électrodes centrales de chaque lentille dépend donc des caractéristiques des ions que
l’on souhaite détecter.

Figure 3.4 – Coupe 2D de l’expérience de désorption (vue de dessus).

3.3.3 Programmation sous SIMION : extraction retardée

L’option de programmation sur SIMION permet de contrôler les tensions des
électrodes, de définir ou modifier les champs et d’agir sur la trajectoire des ions
pendant leurs vols. Pour faire tout cela, un programme d’extraction retardée a été
écrit avec le langage Lua. Ce programme est décrit en détail dans la thèse de Serge-
Daniel Leite [84]. Il permet de pulser les électrodes E3 et E4 (voir figure 3.4). Ces deux
plaques sont donc pulsées pendant un certain temps (durée d’extraction) et après un
certain délai (délai d’extraction) par rapport à l’instant de création des ions, qui lui
aussi peut être défini dans la simulation.

La large distribution de vitesses des ions désorbés est un inconvénient pour la
résolution du spectromètre de masse qui peut se traduire par des pics très élargis.
Pour compenser cet élargissement, on utilise une zone d’extraction dite ”d’extraction
retardée”. Ce système est formé de différentes électrodes pulsées. Elle permet de faire
une sélection en vitesse, et également d’accélérer les ions lents et de ralentir les ions
rapides. Par exemple, un ion de faible vitesse, aura moins progressé entre les deux
électrodes pulsées qu’un ion rapide, et va donc subir une accélération plus importante
du fait de la force électrique dans la région qu’il traverse. Il quitte donc cette région
avec une énergie cinétique plus importante, lui permettant de rattraper les autres
ions plus rapides de même masse et charge, ce qui permet d’améliorer la résolution.
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Exemple de fonctionnement de l’extraction retardée

Pour mieux comprendre le fonctionnement du programme dans la simulation, je
présente ci-dessous un exemple simple pour un anion de la molécule de Vancomycine
de masse (m = 1449 u) et de charge (q = - e). Selon l’énergie cinétique initiale de
l’ion, différents effets de l’extraction retardée sur la trajectoire de l’ion peuvent être
observés. Pour les deux cas représentés, l’ion part de la position de désorption avec
une énergie initiale nulle (figure 3.5) et une énergie de 10 eV (figure 3.8). La différence
de potentiel entre la plaque continue E2 (-222 V) et la plaque E3 (0 V) va accélérer
l’ion. Cette accélération se traduit par une énergie cinétique gagnée par l’ion.

Losrque le temps de vol de l’ion devient égal au délai d’extraction défini dans le
programme (t = 9 µs pour cet exemple), le programme va porter les potentiels des
électrodes E3 et E4 à une valeur non nulle. Un potentiel de -2900 V et -2200 V sont
appliqués respectivement sur E3 et E4 pendant une microseconde (durée d’extraction).

Figure 3.5 – Positions stratégiques d’un ion (m=1449 u, q=-e) dans la première enceinte
(énergie initiale nulle). Vue bidimensionnelle (y = 200 pixels) de l’extraction retardée, suivie
de la première lentille d’Einzel. Le délai d’extraction des électrodes E3 et E4 est de 9 µs.

La trajectoire suivie par l’ion à partir de l’instant où l’on applique le pulse d’ex-
traction dépend fortement de la position et de l’énergie de l’ion à cet instant. La
figure (3.5) représente quelques points stratégiques de la position de l’ion en fonction
de son énergie et de son temps de vol. L’ion part de la position de désorption en x =
1030 dans cette géométrie, il arrive au niveau de l’électrode E3 après un temps t =
3.12 µs, son énergie augmente de 0 à 110.7 eV. Il continue ensuite son chemin avec
cette même énergie dans un mouvement rectiligne sans accélération. Après 9 µs, il se
trouve entre les deux dernières plaques de l’extraction retardée, ce qui correspond à x
= 1001. À cet instant (t = 9 µs) le programme va porter les électrodes de l’extraction
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retardée à un potentiel non nul. L’ion doit de nouveau subir une accélération dans la
même direction et le même sens que celui de sa vitesse. L’effet de la lentille d’Einzel 1
est ressenti par l’ion dès sa sortie de la zone d’extraction retardée située à 18 mm de
cette lentille. Cet effet a pour conséquence de freiner l’ion le long de sa trajectoire vers
cette dernière. La décélération est due à l’absence d’homogénéité du champ électrique
dans cette région, puisque la première plaque de la lentille d’Einzel (reliée à la masse)
n’est pas une plaque pleine mais elle est percée au centre (figure 2.2). En effet, l’ion
ressent un gradient de potentiel créé par les autres plaques qui sont à des potentiels
non nuls. La figure (3.6) montre la variation du potentiel électrique en fonction de la
position sur la première plaque centrale de la première lentille d’Einzel (voir E5 sur la
figure (3.5). Cette surface à deux dimensions montre que le potentiel reste constant
partout sur la plaque (-832 V) hormis la zone percée au centre de la plaque où la
valeur du potentiel diminue linéairement. Le trou de l’électrode E5 d’Einzel 1 n’avait
pas de grille comme dans le cas des plaques de la zone d’extraction retardée, puisque
son rôle était de collimater le faisceau des ions. On remarque que la valeur minimale
du potentiel vaut 630 V au centre du trou de l’électrode E5 (figure 3.6). L’ion possède
une énergie de 661 eV à l’entrée de la lentille en x = 978, ce qui lui permet de franchir
la barrière de potentiel de la lentille pour atteindre le détecteur.

Figure 3.6 – Variation du potentiel électrique en fonction de la position (y,z) sur la pre-
mière plaque centrale de la première lentille d’Einzel (voir E5 sur la figure 3.5).

Le deuxième cas est représenté sur la figure (3.8), il s’agit du même ion (même
masse et même charge), qui part dans la même direction que celui de la figure (3.5)
mais avec une énergie initiale de 10 eV. Ce dernier ne bénéficie pas de l’accélération
de l’extraction retardée puisqu’à t = 9 µs il se trouve en dehors de cette zone. Il voit
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Figure 3.7 – Profil du potentiel électrique au niveau du trou percé dans la plaque E5 en
fonction de la coordonnée z. Le minimun de potentiel se trouve en Z = 200 pixels (centre
de la plaque) puis il décroit symétriquement en s’éloigant du centre.

ensuite le potentiel de la lentille pour atteindre à l’entrée de la lentille d’Einzel en x
= 978 une énergie égale à 61.61 eV, qui est nettement insuffisante dans ce cas pour
franchir la lentille. L’ion n’atteindra pas le détecteur, il rebrousse chemin.

Figure 3.8 – Positions stratégiques d’un ion (m=1449 u, q = -e) dans la première enceinte
partant avec une énergie initiale de 10 eV. Vue bidimensionnelle (y = 200 pixels) de l’ex-
traction retardée suivie de la première lentille d’Einzel. Le délai d’extraction des électrodes
E3 et E4 est de 9 µs.
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On voit donc que suivant les conditions d’extraction, des ions « rapides » peuvent
ne pas être détectés, ou bien arriver plus tard que des ions initialement plus lents,
qui auront été plus accélérés. Les simualtions menées vont notamment permettre de
déterminer quelles sont les gammes d’énergie transmises en fonction des paramètres
expérimentaux.

Figure 3.9 – Schéma représentatif de l’expérience de désorption sous SIMION.

3.4 Résultats des simulations

3.4.1 Système et paramètres de simulation

Dans la partie suivante, je vais présenter les résultats des simulations réalisées sous
SIMION à l’aide du dispositif d’extraction retardée décrit ci-dessus. Le système étudié
est la molécule de vancomycine (1449 g.mol−1) qui a été étudiée expérimentalement
avec notre source de désorption décrite dans le chapitre précédent. Son spectre de
masse est représenté sur la figure (2.20).

Lors du processus de désorption laser, différents phénomènes peuvent avoir lieu.
Les caractéristiques des ions éjectés de la goutte (distribution de vitesses initiales,
masse, énergie, etc) sont en lien étroit avec le processus de désorption. Afin d’obtenir
des informations sur cette désorption, j’ai réalisé plusieurs simulations en modifiant
les paramètres de l’extraction retardée (délai et durée) séparément dans le but de
comprendre l’effet de chacun. J’ai également modifié les paramètres des ions simulés.
Ces paramètres sont principalement les distributions des vitesses initiales et de leurs
orientations. J’ai choisi pour la première simulation une distribution d’énergie initiale
comprise entre 0 et 5 eV. Cette gamme d’énergie correspond à une large distribution
de vitesses comprises entre 0 et 800 m.s−1, ce qui est de l’ordre de grandeur des
vitesses expérimentales mesurées par Teraski et ses collaborateurs [54] qui estiment
les vitesses des ions éjectés d’une goutte d’éthanole par irradiation avec un laser IR
(2.96 µm, 8 mJ) à 1000 ± 300 m.s−1. D’autres gammes de vitesses sont mesurées
par Kohno et al. [49] lors d’une désorption laser sur un jet liquide d’aniline. Selon
eux, suivant l’énergie du laser IR de désorption (0.5 - 8 mJ), on peut distinguer deux
régimes de vitesses : les ions rapides (1400 - 2300 m.s−1) et les lents (780 - 1500
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m.s−1). Abel et al. [72] ont mesuré, pour la désorption d’un jet d’eau liquide à l’aide
d’un laser IR (0.5 mJ, 2.8 µm), des vitesses plus grandes d’un ordre de grandeur
(5000-8000 m.s−1) par rapport à celles que j’ai simulées.

La gamme de vitesse que j’ai choisie correspond donc plutôt à des ions lents,
et pourra être étendu dans des études ultérieures. Les simulations que j’ai réalisées
permettent d’étudier l’effet de ces distributions de vitesses sur la distribution des
temps de vol et sur la transmission du spectromètre de masse. D’autres simulations
sont réalisées en prenant des énergies constantes et une distribution angulaire de
vecteurs vitesses (de norme constante) et seront également discutées ci-dessous.

3.4.2 Transmission du spectromètre de masse

Figure 3.10 – Schématisation de six cônes remplissant un demi espace pour des simulations
de la désorption de gouttelette sous SIMION. Chaque cône de demi angle de 15◦ est simulé
avec 10+6 à 10+7 ions de vancomycine ayant suivant les cas ou bien une même énergie
cinétique initale ou bien suivant une distribution uniforme d’énergies initiales.

Le graphique polaire de chacune des trois figures suivantes (3.11), (3.12) et (3.13)
représente le pourcentage de la transmission globale ( Ions détectés

Ions simulés× 100) de notre spec-
tromètre de masse schématisé sur la figure (3.9). Cette transmission est simulée pour
les trois délais 6, 7 et 8 µs avec une durée d’extraction fixée à une microseconde dans
les premières simulations réalisées, puis d’autres valeurs seront discutées à fin de ce
chapitre. Les délais simulés représentent la gamme pour laquelle le système étudié
(10+7 ions par cône avec une distribution d’énergie initiale entre 0 et 5 eV par pas de
0.01 eV pour chacun) permet d’obtenir un seuil de transmission globale supérieur à
1%. Pour les délais inférieurs à 5 µs ou bien supérieurs à 9 µs la transmission est nulle.
Nous avons donc simulé (pour chaque délai) 6 cônes de demi angle 15◦ remplissant
au total un demi-espace pour représenter l’éjection des ions d’une gouttelette.

La première figure (3.11) correspond au plus petit délai. Cette simulation montre
que la majorité des ions arrivant sur le détecteur parmi l’ensemble des ions simulés
sont principalement ceux qui partent dans la direction du détecteur. C’est la distri-
bution du cône 1 qui donne une transmission autour de 16.13 %, tandis que les autres
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Figure 3.11 – Simulations SIMION de la transmission de spectromètre de masse. Chaque
cône de demi angle 15◦ est simulé avec 10+7 ions de vancomycine dont la distribution
d’énergie cinétique vaut (0 - 5 eV par pas de 0.01 eV). Le délai d’extraction pour chacun
de six cônes simulés est de 6 µs, et la durée d’extraction est de 1 µs.

directions, y compris celles où les ions partent sur l’axe mais dans le sens opposé (i.e.
cône 6) ne sont pas transmis pour ce délai.

Pour 7 µs, la transmission est nettement plus efficace par rapport à 6 µs pour
les directions entre les cônes 2 à 6 (figure 3.12). Néanmoins tous les ions ayant de
grandes composantes de vitesses perpendiculaires à la trajectoire de l’axe de temps
de vol (TOF), c.à.d. ceux qui partent entre 60◦ et 120◦, sont moins bien transmis
que les autres. Les ions qui se dirigent vers la plaque continue située à droite de
la position source (voir figure 3.4) et qui est portée à un potentiel fixe de -222 V,
rebroussent chemin afin d’arriver dans la zone de l’extraction retardée au moment
du pulse d’extraction. Ceci permet de les accélérer pour atteindre le détecteur, ce
qui explique que l’on obtient un taux de transmission égal à 15.68% pour le cône 6,
comparable à celui de la direction opposée.

Figure 3.12 – Simulations SIMION de la transmission de spectromètre de masse. Chaque
cône de demi angle 15◦ est simulé avec 10+7 ions de vancomycine dont la distribution
d’énergie cinétique vaut (0 - 5 eV ; par pas de 0.01 eV). Le délai d’extraction pour chacun
de six cônes simulés est de 7 µs, et la durée d’extraction est de 1 µs.

En revanche, à 8 µs (figure 3.13) la transmission entre 0◦ et 30◦ est plus faible
que celle de la direction similaire pour les deux délais précédents. En effet, seulement
5.87 % sont transmis. Après un délai de 8 µs, les ions du cône 1 sont au niveau de
la dernière plaque de l’extraction retardée portée à la masse et donc ne béneficent
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pas du champ électrique censé les accélérer. C’est pour cette raison qu’on récupère
mieux les ions qui vont dans la direction du cône 6 : ces ions sont repoussés par
l’électrode à tension continue et arrivent dans la zone d’accélération au moment où
le pulse d’extraction est appliqué.

Figure 3.13 – Simulations SIMION de la transmission de spectromètre de masse. Chaque
cône de demi angle 15◦ est simulé avec 10+7 ions de vancomycine dont la distribution
d’énergie cinétique vaut (0 - 5 eV ; par pas de 0.01 eV). Le délai d’extraction pour chacun
de six cônes simulés est de 8 µs, et la durée d’extraction est de 1 µs.

En résumé des trois simulations précédentes, la transmission globale des ions en
fonction du délai d’extraction (sélectionné afin d’obtenir une transmission moyenne
supérieure à 1% pour le système étudié), montre par la simulation de 6.10 7 ions de
vancomycine remplissant un demi espace que l’extraction retardée avec un délai de 7
µs permet une meilleure transmission (environ 8 %, par rapport à 3 % pour le délai
6 µs et 6 % pour 8 µs).

Cette analyse angulaire à l’aide des distributions des ions d’énergie différentes dans
six cônes montre la sensibilité de la transmission vis à vis la direction des vecteurs
vitesses qui partent tous d’un point source simulant la position de la gouttelette. Cette
transmission est d’autant plus faible que les ions désorbés possèdent de plus grandes
composantes de vecteur vitesse perpendiculaires à l’axe du détecteur (quelque soit le
délai d’extraction utilisé).

Dans le cas d’une désorption anisotrope, les vecteurs vitesses dépendent de la
direction considérée. Dans cette configuration d’anisotropie, l’ouverture angulaire 2 de
la lentille de Einzel vaut 0.111 sr pour une distance de 52 mm séparant la lentille de la
position de désorption. Si on rapproche cette lentille le plus près possible de la sortie
de la zone d’extraction retardée (par exemple à 3 mm), l’ouverture angulaire devient
0.213 sr, ce qui permet de mieux refocaliser le faisceau. Autrement, l’utilisation d’un
piège ionique trouve tout son importance. Ce piège sera situé en aval de la zone de
désorption comme cela a été indiqué dans le chapitre précédent, afin de collecter le
plus grand nombre d’ions pour gagner ensuite en intensité et améliorer le rapport
signal/bruit par l’augmentation du nombre de particules transmises. Des expériences

2. L’angle solide sous lequel le faisceau des ions voit la lentille de Einzel.
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de désorption laser réalisées par Teraski et al. [54] sur des gouttelettes d’éthanol (φ 70
µm) montrent que la puissance laser joue un rôle prépondérant dans la détermination
d’un caractère anisotrope ou pas de la désorption. Notamment lorsque cette puissance
est supérieure à un seuil de 3 J.cm−2, l’explosion de la gouttelette est totalement
anisotrope (voir figure 3.14).

Figure 3.14 – Images CCD obtenues après 10 µs de l’irradiation d’une gouttelette d’éthanol
(φ 70 µm) pour plusieurs densité d’énergie du laser d’excitation (2,96 µm). Les couleurs
indiquent l’intensité de la lumière diffusée par la sonde (532 nm). Le détecteur est saturé
dans la région rouge. À 3 J.cm−2 la désorption est complétement anisotrope. Figure tirée
de [54].

La direction du laser de désorption par rapport à l’axe de détection est l’un des
paramètres expérimentaux qui déterminent l’angle solide sous lequel les ions sont
éjectés. Dans l’exemple de la figure (3.14) l’irradiation de la goutte se réalise du côté
droit de cette dernière comme l’indique le sens de la flèche grise. L’imagerie du plan de
la goutte contenant le laser de désorption montre que les ions sont entièrement émis
vers l’avant avec la densité d’énergie de 3 J.cm−2. En revanche, pour 0.5 J.cm−2 les
ions partent dans le sens contraire à celui du faisceau. Ainsi, dans la première version
de notre expérience de désorption (cf. 2.1) le laser était focalisé perpendiculairement
à l’axe de la goutte et à l’axe de temps de vol. En tenant compte des simulations,
et afin de favoriser une désorption axiale, c.à.d. une désorption maximale des ions
dans la direction de l’axe de TOF qui permet d’obtenir une meilleure transmission, il
pourrait être pertinent d’envisager de modifier l’orientation de ce laser de désorption,
par exemple en irradiant parallèlement à l’axe de TOF ou à des faibles angles avec cet
axe. Ainsi, selon la puissance utilisée, l’irradiation permettra d’éjecter des ions dans
la même direction que celle du laser ou dans le sens inverse (faible densité d’énergie)
comme dans le cas du Maldi (cf. 1.17) où les espèces désorbées sont éjectées dans
le sens contraire à la direction du laser. Ceci soulève cependant plusieurs difficultés
techniques (la première plaque du dispositif d’extraction est une plaque pleine, il
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faudrait courber la trajectoire des ions après désorption pour que le détecteur ne se
trouve pas sur la trajectoire du faisceau laser, de plus pour pouvoir irradier il faut
percer cette plaque pleine, ce qui aura comme effet de modifier l’homogénéité du
champ électrique dans la zone d’extraction retardée).

Transmission en fonction de l’énergie cinétique

Dans ce qui suit, on se place dans le cas d’une distribution angulaire selon le cône
1 (voir figure 3.10). Ce choix est fait en raison de la grande transmission obtenue
dans cette direction. La figure (3.15) montre la transmission du spectromètre de
masse à temps de vol en fonction de l’énergie cinétique des ions pour différents délais
d’extraction allant de 5 µs à 9 µs avec une durée fixe à 1 µs. Chaque point est obtenu
par simulation de 10+6 ions de vancomycine ayant tous une même énergie initiale. Les
différentes énergies simulées sont comprises dans la gamme (0 - 5eV) représentée ci-
dessus pour les transmissions en fonction des angles et discutée dans la partie suivante
dans le cas d’une distribution d’énergie. Deux valeurs supplémentaires (7 eV et 10
eV) sont simulées afin de voir l’évolution de la transmission après 5 eV.

Figure 3.15 – Transmission du spectromètre de masse à temps de vol en fonction de
l’énergie cinétique des ions pour différents délais d’extration avec une durée d’extraction
de 1 µs. Chaque point est obtenu par simulation du cône 1 avec 10+6 ions de vancomycine
avec une charge négative et une masse de 1449 u.
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Les ions extraits à 5 ou 9 µs n’atteignent pas le détecteur, ce qui donne une
transmission nulle. Par contre, pour les délais d’extraction 6 et 7 µs, les ions éjectés
à des énergies cinétiques entre 0 et 5 eV (voir figure 3.16) sont tous transmis 3. Les
énergies supérieures à 5 eV sont également transmises. Pour le délai de 8 µs la majorité
des ions qui arrivent sur le détecteur sont des ions ayant une énergie cinétique initiale
inférieure à 1 eV.

Ces simulations montrent que le délai d’extraction joue le rôle d’un filtre d’énergie
pour les ions. En appliquant un délai d’extraction de 6 ou 7 µs, nous pouvons extraire
une large gamme d’énergie, notamment les ions les plus énergétiques (au-delà de 5
eV). Ces ions énergétiques arrivent en premier dans la zone de champs pulsé par rap-
port à ceux de faible énergies s’ils sont créées en même temps (la prise en compte de
différents temps de création des ions après désorption rajoute un paramètre supplé-
mentaire qu’on n’a pas discuté dans ces simulations et qui pourrait avoir une influence
sur la transmission). En revanche, l’extraction avec un délai de 8 µs ne permet pas
d’accélérer ces ions énergétiques qui sont alors écartés puisqu’ils n’arrivent pas sur le
détecteur. Nous pouvons, en choisissant finement le délai d’extraction expérimental,
sélectionner la tranche d’énergie à transmettre parmi une large distribution d’énergie
initiale des espèces désorbées. La précision en temps sur le délai est fixé par le GINI
(figure 2.8), qui a une précision de l’ordre de la nanoseconde, et de la durée du front
montant, qui est de 100 à 200 ns. Avec la sélection en énergie, on peut ensuite en-
visager d’isoler les ions dans un piège ionique placé en aval du système d’extraction
retardée afin de les interroger par spectroscopie IR par exemple. Ceci pourrait per-
mettre de réaliser des études structurales pour étudier l’effet de l’énergie initiale sur
la conservation de la structure native par exemple.

Transmission en fonction de la distribution angulaire (cas d’une distribution d’éner-
gie)

Les histogrammes de la figure (3.16) montrent le nombre d’ions transmis pour
le premier cône simulé avec une distribution angulaire entre 0◦ et 30◦ à trois délais
différents. L’axe d’ordonnée des histogrammes représente le nombre d’ions détectés
qui déterminent les taux de transmission qui sont présentés sur les graphiques polaires
ci-dessus. Ainsi dans cet exemple, les délais 6 et 7 µs permettent comme dans le cas des
énergies constantes (voir figure 3.15) de transmettre toute la gamme de la distribution
d’énergie entre 0 et 5 eV. Il en est de même pour le délai de 8 µs, pour lequel seuls
les ions de faible énergie sont efficacement transmis.

Le récapitulatif de la distribution des énergies cinétiques initiales des ions transmis
en fonction des angles 4 entre le vecteur vitesse initiale et l’axe de temps de vol est
représenté sur les deux figures (3.17) et (3.18) pour trois délais d’extraction (6, 7 et
8 µs) et une durée d’extraction de 1 µs. La largeur de la distribution d’énergie est

3. Une énergie de 5 eV d’un ion de vancomycine correspond à vitesse de 800 m.s−1

4. Chaque distribution angulaire représente la simulation d’un cône de demi angle de 30◦. Les
angles représentés sur l’axe horizontal des figures (3.18) et (3.17) représentent l’angle entre l’axe de
chaque cône et l’axe de temps de vol dirigé vers détecteur.
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Figure 3.16 – Nombre des ions arrivant au niveau du détecteur en fonction de leur énergie
initiale pour le cône 1. Les délais d’extraction sont respectivement 6 µs (histo bleu), 7 µs
(histo jaune) et 8 µs (histo magenta).

mesurée à partir d’un seuil de 50 % du nombre maximal des ions transmis avec les
trois délais 6, 7 et 8 µs pour chaque cône.

Figure 3.17 – Energie cinétique initiale des ions transmis pour un délai de 7 µs (à gauche)
et 8 µs (à droite) en fonction de la distribution angulaire (cônes de demi angle de 30 ◦).
La durée d’extraction est de 1 µs.

À 7 µs (voir figure 3.17), toutes les énergies entre 0 et 5 eV sont transmises pour
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les directions du cône pointant vers le détecteur (cône à 15◦) et pour celui à 165◦

(dans le sens opposé au détecteur (figure 3.10)), et la transmission est maximale
comme vu précédemment (figure 3.12). Au fur et à mesure que la composante de
vitesse orthogonale à l’axe de temps de vol augmente, on observe une chute de la
transmission, qui s’explique par la perte des ions les plus énergétiques. En effet, les
seuls ions transmis sont ceux qui possèdent une faible énergie de départ. C’est le cas
également pour le délai de 8 µs (figure 3.17), avec plutôt une meilleure transmission
des vecteurs vitesses ayant des angles élevés avec l’axe de temps de vol (direction
opposée du détecteur).

Pour le délai de 6 µs, toute la gamme d’énergie initiale simulée entre 0 et 5 eV
est transmise pour les angles de 0◦ à 30◦ (voir figure 3.18). Par contre, pour le reste
des directions (entre 30◦ et 180◦) seules les faibles énergies (moins de 1 eV pour 45°,
et même moins de 0.5 eV pour les autres directions) sont transmises. En prenant
un seuil plus bas (à 10% du nombre maximal des ions transmis) qui correspond à
un nombre d’ions d’environ 10+5, toutes les énergies simulées entre 0◦ et 105◦ sont
transmises. Seules les deux dernières directions (135◦ et 165◦) restent inchangées avec
les mêmes largeurs mesurées pour un seuil de 50 %.

La distribution d’énergie se réduit aux faibles énergies pour le reste des direc-
tions entre 30◦ et 180◦. On n’observe pas un ré-élargissement de la gamme d’énergies
transmises pour un angle de 165° comme pour les deux délais précédents, car les ions
partant dans la direction opposée au détecteur n’ont pas le temps d’arriver dans la
zone d’accélération pulsée pour ce délai d’extraction plus court.

Figure 3.18 – Energie cinétique initiale des ions transmis par un délai de 6 µs en fonction
de la distribution angulaire simulé par des cônes de demi angle de 30 ◦. La durée d’extraction
est de 1 µs.
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La chute de la transmission dans les directions entre 60◦ et 120◦ est due à la
perte des ions les plus énergétiques quelque soit le délai d’extraction utilisé. Les ions
s’éloignant rapidement hors axe sont en effet plus difficiles à collecter. Améliorer
cette collection nécesiterait de travailler avec une zone d’extraction plus ressérée, de
façon à ce que les ions disposent de moins de temps pour s’écarter de l’axe avant
d’être accélérés vers le détecteur. Cependant, cela impliquerait de travailler avec des
potentiels électriques élevés dans une zone assez dense, du fait de l’explosion de la
gouttelette. Il faudrait également rapprocher la première lentille de Einzel de façon à
augmenter son acceptance. Enfin, cette étude de l’effet de la distribution angulaire sur
la gamme d’énergies transmises pourrait être couplée à une étude expérimentale plus
poussée du caractère plus ou moins isotrope de l’explosion de la gouttelette (l’étude
menée pour le moment se limitait à la visualisation de l’explosion dans un plan), et
à l’effet de l’orientation du laser de désorption par rapport à l’axe de détection sur le
nombre d’ions détectés.

3.4.3 Distribution de temps de vol en fonction du délai d’extraction

Simulations à énergie constante (0.4 eV) et angle variable (0◦ - 30◦)

Afin d’étudier l’effet des délais d’extraction sur les distributions de temps de vol
des ions, on présente sur la figure (3.19) une comparaison entre deux distributions
de temps de vol obtenues pour les délais d’extraction 6 et 7 µs pour l’énergie 0.4
eV discutée précédemment (voir figure 3.15). La distribution angulaire des ions a été
simulée par un cône d’ouverture angulaire 15◦ et dont l’axe fait 15◦ avec l’axe de
temps de vol (cône 1), pour un nombre de 10+6 particules de vancomycine.

Figure 3.19 – Simulations SIMION de deux distributions de temps de vol de la Vancomy-
cine obtenues pour deux délais d’extraction 6 et 7 µs.
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On pourrait näıvement s’attendre à ce que les ions extraits le plus tôt arrivent éga-
lement le plus tôt au niveau du détecteur. Mais les histogrammes présentés montrent
l’effet inverse : les particules extraites à 6 µs arrivent sur le détecteur après environ
113 µs, temps nettement plus long que celui associé au délai de 7 µs qui est de 86 µs.

Cet écart s’explique par le fait que la zone d’extraction retardée comporte deux
zones d’accélérations (une zone entre la première et la deuxième électrode pulsée, et
une zone entre la deuxième électrode pulsée et une plaque reliée à la masse). Pour
un délai de 6 µs, l’ion se retrouve dans la première zone d’accélération au moment
où le pulse d’extraction est appliqué, tandis qu’un ion extrait à 7 µs a déjà traversé
la première zone d’extraction et se trouve entre la deuxième électrode pulsée et la
plaque à la masse. Cet ion voit un champ d’accélération plus important (les potentiels
appliqués sur la première et la deuxième plaque d’extraction sont respectivement -
2900 V et -2200 V). Il acquiert donc une énergie plus importante, qui lui permet
d’accélérer plus fortement et d’atteindre le détecteur avec un temps de vol plus court
que celui d’un ion extrait plus tôt.

Figure 3.20 – Schéma représentatif de l’extraction retardée avec la plaque pleine à droite
de la position de désorption. Les traits colorés montrent l’étalement en position du paquet
d’ions au moment où on envoie le pulse d’extraction pour 6 µs (vert), 7 µs (bleu) et 8 µs
(rouge).

Pour visualiser l’étalement en position axiale du paquet d’ions au moment où on
envoie le pulse d’extraction, i.e. la position de l’ion le plus lent et la position de l’ion
le plus rapide arrivant dans la zone d’extraction retardée, j’ai simulé pour chaque
délai d’extraction (6, 7 et 8 µs) la position d’un ion de 5 eV partant dans la direction
du détecteur et la position d’un ion d’énergie nulle partant avec un angle de 30 ◦.
L’étalement en position axiale est représenté sur la figure (3.20) pour chacun des
délais simulés. Il permet d’observer comment les ions sont distribués dans l’une ou
les deux zones d’accélération (zone 1 et zone 2).

Dans l’exemple (figure 3.19), les ions sont accélérés pendant une durée courte (une
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microseconde), et donc la valeur du champ ressenti par l’ion au moment de l’extrac-
tion est déterminante pour la valeur du temps de vol. Pour des durées d’extraction
plus longues, les ions ont le temps de passer d’une zone d’accélération à l’autre pen-
dant la durée du pulse, et l’effet du délai d’extraction sur le temps de vol est moins
déterminant, comme on le verra dans la dernière section de ce chapitre qui porte sur
l’effet de cette durée d’extraction et sur son importance pour la compréhension du
processus d’extraction.

Figure 3.21 – À gauche : Valeurs obtenues sous SIMION pour un ion de 0.4 eV dirigé
vers le détecteur. Les délais d’extraction simulés sont de 6 µs (valeurs en rouge) et 7 µs
(valeurs en vert). À droite : Schéma représentatif de la première enceinte contenant la
plaque continue à droite de la goutte (point rouge), le système d’extraction retardée et la
lentille d’Einzel. Les flèches bleues indiquent la position X.

Le tableau de la figure (3.21) représente les différentes valeurs (temps de vol
”TOF”, position ”X”, potentiel électrique ”E” et énergie cinétique ”KE”) obtenues
sous SIMION pour un ion de vancomycine de 0.4 eV et dirigé vers le détecteur. Après
11 µs, l’ion qui est extrait à 7 µs (valeurs en vert dans le tableau) possède une énergie
de 1017 eV, tandis que celui qui est soumis à l’extraction retardée après un délai de
6 µs possède une énergie de 436 eV. Cela explique qu’au niveau du détecteur (à la
position x = 19 mm) l’ion extrait avec un délai de 7 µs arrive en premier.

Simulations pour une distribution d’énergie comprise entre 0 et 5 eV et pour des
angles entre 0◦ et 30◦

On élargit ici le cadre de la discussion précédente, qui était menée pour une unique
énergie initiale. On considère maintenant une distribution d’énergies initiales entre
0 à 5 eV (par pas de 0.01 eV), toujours dans le cas d’un seul cône orienté vers le
détecteur. L’écart entre les centres des deux distributions de temps de vol (figure
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Figure 3.22 – Simulations de distributions de temps de vol de la Vancomycine d’énergie
cinétique entre 0 à 5 eV pour les délais d’extraction 6 et 7 µs.

3.22) est plus petit que dans le cas précédent (figure 3.19). En effet, dans le cas d’une
large distribution d’énergie les histogrammes se chevauchent, mais on observe là aussi
que les ions extraits à 7 µs sont toujours les plus rapides, puisqu’ils sont globalement
mieux accélérés, tandis qu’à 6 µs, la distribution de temps de vol est plus étalée (85
- 125 µs) car les ions sont plus répartis entre les deux zones d’accélération pulsée :
une partie des ions se trouve dans la deuxième zone et est bien accélérée (temps de
vol faibles), tandis qu’une autre partie se trouve dans la première zone et est moins
accélérée (temps de vol plus longs).

J’ai conduit les mêmes simulations pour d’autres délais d’extraction. Les largeurs
des distributions de temps de vol des ions de même distribution d’énergie (0 - 5
eV) qui sont transmis au détecteur pour 5 délais d’extraction différents sont tous
représentées sur la figure (3.23). Les trois délais 5.8, 6.5 et 7.2 µs sont choisis autour
de deux autres valeurs (6 et 7 µs) discutées précédemment (voir histogramme 3.22)
et qui sont proches des valeurs expérimentales.

La plus large distribution de temps de vol est obtenue pour le délai le plus court.
Cette largeur se réduit pour l’extraction à 6 µs pour laquelle les ions arrivant au-
delà de 126 µs et qui sont transmis à 5.8 µs sont accélérés plus efficacement à 6 µs et
arrivent donc à des temps de vol plus faibles. En augmentant le délai davantage, cette
largeur se réduit encore mais de manière moins significative, et elle vaut presque la
même chose pour les trois derniers délais (6.5, 7 et 7.2 µs) qui conduisent tous à des
distributions de temps de vol similaires, entre 82 et 105 µs.
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Figure 3.23 – Largeur de la distribution de temps de vol des ions simulés avec une extrac-
tion retardée pour les 5 délais suivants : 5.8, 6, 6.5, 7 et 7.2 µs.

En conclusion, cette simulation montre que le délai d’extraction a un effet direct
sur le temps de vol des ions, et que lorsque ce délai est couplé à une durée d’extrac-
tion très courte, les temps de vol sont beaucoup plus dispersés pour les ions qui sont
transmis à des petits délais. On verra ultérieurement que ce phénomène peut être uti-
lisé avantageusement pour obtenir des informations sur le phénomène de désorption.
Cependant, cette large distribution de temps de vol impacte la résolution en masse, et
conduit à un élargissement des pics dans un spectre expérimental. Or, pour améliorer
la résolution, il faut que les ions de même (m/z) soient tous détectés idéalement en
même temps. Ceci est mieux produit en utilisant des délais d’extraction plus grand
permettant de réduire cette largeur de distribution de temps de vol pour les ions
de même m/z. Il existe pour chaque système 5 étudié une gamme pour laquelle les
délais de l’extraction retardée permettent une meilleure transmission des ions. Dans
l’exemple qu’on vient de discuter cette gamme est comprise entre 5.5 et 8 µs.

Il existe une légère tendance à la diminution de la largeur de la distribution de
temps de vol avec l’augmentation du délai, ce qui se traduit par une amélioration
de la résolution. Pour voir si cette tendance est la même pour une distribution an-
gulaire plus large, et pour obtenir des informations sur la transmission reliée à cette
distribution de temps de vol, on représente dans la partie suivante les résultats des
simulations faites dans le cas d’un cône remplissant un demi-espace (voir paragraphe
3.4.2).

5. un système simulé est défini par une masse et une distribution d’énergie
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Simulations pour une distribution d’énergies comprises entre 0 et 5 eV et des angles
entre 0◦ et 180◦

Les largeurs des distributions de temps de vol des trois délais 6, 7 et 8 µs avec
une durée d’extraction de 1 µs sont simulés pour un cône remplissant au total un
demi-espace (par la somme de six cônes de demi angle de 30◦ qui sont discutés dans
la partie (3.4.2) et représentées sur la figure (3.24).

Figure 3.24 – Largeur de la distribution de temps de vol des ions transmis avec les délais
6, 7 et 8 µs. Le taux de transmission est noté en bleu.

À 6 µs, la largeur de la distribution de temps de vol des ions transmis est comprise
entre 82 µs et 151 µs. Elle est deux fois plus grande que celle obtenue respectivement
pour 7 µs et qui est centrée autour de 93.75 µs et pour 8 µs autour de 100.25 µs. La
tendance observée est la même que celle décrite précédemment pour le cône 1 seul.
La transmission à 6 µs est plus faible (∼ 3%) que celle obtenue pour 7 µs (∼ 8%).

3.4.4 Effet de la durée d’extraction

Pour comprendre l’effet de la durée de l’impulsion de l’extraction retardée sur la
distribution de temps de vol des ions, nous avons réalisé des simulations sur le même
système étudié précédemment (la vancomycine) en prenant deux durées d’extraction
supplémentaires (5 et 10 µs) que l’on a comparées avec la courte durée de 1 µs qui a
été simulée précédemment. Les résultats sont regroupés sur la figure (3.25).

La première conclusion que l’on tire sur l’effet de la durée d’extraction est l’élargis-
sement des distributions de temps avec les courtes durée d’extraction. Pour une durée
d’extraction d’une microseconde, les distributions de temps de vol sont les plus larges,
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Figure 3.25 – Effet de la durée de l’extraction retardée sur le temps de vol des ions pour
trois délais d’extraction (6, 7 et 8 µs). Les pourcentages représentent le taux de transmis-
sion. Les ions de vancomycine simulés possèdent une énergie de 0.4 eV, et partent vers le
détecteur (cône 1, voir figure 3.10).

sauf pour un délai de 8 µs (pour ce délai, tous les ions arrivent dans la deuxième zone
d’accélération et sont accélérés par le même champ électrique).

Pour une durée de 5 µs, les distributions de temps de vol ont des largeurs très
faibles. En effet, les ions ressentent les deux champs d’accélération du système d’ex-
traction retardée et sont donc tous accélérés de la même manière pour atteindre le
détecteur à des temps similaires. Ceci ne change pas avec une durée d’extraction en-
core plus importante. À 10 µs, les ions sont tous transmis pour les trois délais simulés,
avec également des largeurs faibles. 6

La large distribution de temps de vol des ions de même rapport masse/charge
donne des spectres de masse avec des pics très larges. Dans l’exemple simulé de la
vancomycine (figure 3.25), la largeur mesurée pour une énergie unique avec un délai
de 6 µs et une durée de 1 µs vaut 8.5 µs. Elle est donc bien plus large que celle obtenue
expérimentalement (figure 2.20) pour un délai d’extraction de 8 µs (et une durée de
5 µs) qui est de l’ordre de 0.5 µs et qui correspond de plus probablement à diffé-
rentes énergies désorbées. Par conséquent, dans l’intérêt de faire une spectrométrie
de masse résolue qui permet par la suite d’identifier avec précision les espèces créées
par désorption, il faut utiliser lors des durées d’extraction supérieures ou égales à 5
µs qui conduisent à une meilleure résolution. En effet, la largeur devient de l’ordre

6. Les largeurs simulées valent respectivement 12, 25 et 38 ns pour les délais 6, 7 et 8 µs.
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de quelques dizaine de nanosecondes avec une durée d’extraction de 5 µs (pour une
seule énergie).

Toutefois, l’utilisation d’un système d’extraction retardée avec une petite durée
(une microseconde ou moins) représente un outil très intéressant qui pourrait per-
mettre par comparaison entre spectres simulés et spectres expérimentaux de préciser
la gamme d’énergie des espèces éjectées lors du processus de désorption. Si on consi-
dère par exemple la large distribution de temps de vol obtenue par simulations des
ions dont l’énergie est comprise entre 0 et 5 eV, on peut reconstruire tranche par
tranche cette distribution à partir des différents intervalles de temps de vol simulés
pour des énergies uniques. En comparant la distribution expérimentale des temps de
vol à celle obtenue par simulation, on peut envisager de déterminer les différentes
gammes d’énergie désorbées. Par conséquent, on est capable de connâıtre l’énergie
des ions désorbés dans le cas où la distribution de temps de vol dans un spectre
expérimental est la même que celle obtenue en simulation pour un système donné.
Nous sommes actuellement en train de remonter le dispositif d’extraction retardée
(que l’on avait remplacé par un piège pour améliorer la résolution), pour réaliser ces
expériences avec une courte durée d’extraction. L’objectif est d’analyser les énergies
des espèces désorbées. On peut ensuite envisager de coupler un piège à ce dispositif
d’extraction retardée, afin de ne piéger que certaines gammes d’énergie. Ceci pourrait
permettre de réaliser des études structurales pour une même espèce désorbée mais
pour différentes gammes d’énergie, de façon à étudier les éventuels effets de cette
énergie de désorption sur la conservation de la structure native.

3.5 Conclusion

Le processus de désorption laser sur des gouttelettes est un phénomène qui n’est
pas totalement compris. Le développement des sources de mise en phase gazeuse
de biomolécules d’intérêt biologique telles que la notre (voir chapitre 2), nécessite
la compréhension de ce phénomène de désorption et la manière suivant laquelle les
espèces désorbées sont isolées en phase gazeuse. Cette compréhension permet d’un
côté d’étudier la conservation de la phase native des biomolécules pour les études
structurales par exemple et d’un autre côté elle permet d’adapter certains paramètres
expérimentaux (puissance du laser de désorption, angle entre ce dernier et la goutte,
taille de la zone d’extraction, positionnement des lentilles de Einzel, délai et durée
d’extraction. . . ). Ces paramètres ont un impact sur l’efficacité de collection, sur la
valeur de la transmission, et sur l’énergie des ions désorbées que l’on peut détecter.

Le dispositif d’extraction retardée est un outil expérimental dont la mise en œuvre
est simple pour le couplage avec un spectromètre de masse. J’ai présenté dans ce cha-
pitre le fonctionnement de ce dispositif. J’ai montré par des simulations numériques à
l’aide du logiciel SIMION l’importance de cette extraction pulsée pour la compréhen-
sion de la désorption. La molécule étudiée lors de ces simulations (la vancomycine)
a également été étudiée expérimentalement, et j’ai simulé ici les temps d’arrivée sur
le détecteur en modifiant plusieurs conditions initiales (distribution d’énergie ciné-
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tique, distribution angulaire, durée et délai d’extraction) dans le but de reproduire
les conditions expérimentales des espèces désorbées.

Les résultats des simulations montrent, que le nombre d’ions qui sont transmis au
niveau du détecteur est faible pour tous les ions ayant de grandes composantes de
vecteurs vitesses perpendiculaires à la direction du détecteur. C’est le résultat obtenu
quelque soit la durée et le délai d’extraction utilisés et c’est pour cette raison qu’il est
important d’utiliser un piège pour collecter efficacement les ions désorbés et obtenir
une meilleure résolution. L’effet des délais d’extraction sur la transmission se ressent
davantage pour les ions de petit angle (0◦- 30◦) par rapport à l’axe de temps de vol.
Les distributions de temps de vol obtenues par les simulations d’une masse unique
avec une durée d’extraction inférieur à 5 µs sont très larges. Cette largeur impacte la
résolution des spectres de masse qui sont moins bien résolus que lorsque l’on utilise
une durée supérieure à 5 µs. Néanmoins, l’utilisation d’une petite durée d’extraction
(∼ 1 µs) possède un avantage dans la compréhension de la distribution énergétique
des ions désorbés. En effet, la comparaison entre la distribution de temps de vol
expérimental et celle d’un spectre simulé via une distribution d’énergie large afin de
couvrir une grande gamme de vitesses, devrait permettre de déterminer l’énergie des
espèces désorbées lorsque ces temps de vol sont équivalents.
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Chapitre 4

Études structurales de complexes
organométalliques et de nano-agrégats
métalliques fonctionnalisés

4.1 Introduction

Les études de nano-agrégats métalliques et de nanoparticules fonctionalisées se
sont intensifiées ces dernières années en raison notamment de leur intérêt radiochi-
mique [85]. De petits systèmes constitués de complexes entre quelques atomes mé-
talliques et quelques ligands peuvent servir de systèmes modèles pour caractériser
les interactions entre nanoparticules métalliques et ligands organiques. De telles na-
noparticules (figure 4.1) sont utilisées de plus en plus fréquemment en imagerie et
comme radiosensibilisateurs pour optimiser les techniques de traitement anti-tumoral
par radiothérapie.

Figure 4.1 – Différents coloris de l’argent et de l’or collöıdal. La couleur des nanoparticules
varie selon la taille et la concentration des particules en suspension (Image : Mirkin Group,
Northwestern University).
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Nous avons commencé par étudier des systèmes assez simples constitués d’un ou
quelques atomes métalliques associés à un faible nombre de ligands. Notre choix s’est
porté sur des complexes métal-Acétylacétonate (Acac) dont les conformations sont
connues en phase condensée. Concernant le choix des métaux, il peut être très varié
puisque ces espèces existent avec des métaux assez légers (Al, Fe, . . . ) mais aussi avec
des métaux de transition comme le fer ou plus lourds tels que le ruthénium qui possède
un intérêt amplificateur reconnu dans le contexte des thérapies par rayonnements
ionisants.

Après une brève présentation de l’outil d’étude structurale utilisé, la spectrosco-
pie infra-rouge par dissociation multiple photonique (IRMPD : Infra Red Multiple
Photon Dissociation), puis des différents niveaux de calcul permettant la simulation
des spectres, je présenterai les résultats obtenus pour de petits complexes organomé-
talliques et pour des nano-agrégats d’or fonctionnalisés.

4.2 Spectroscopie IRMPD

4.2.1 Principe

Figure 4.2 – Domaine spectral électromagnétique : grandeurs caractéristiques du rayon-
nement en fonction de la fréquence (en Hz) et la longueur d’onde (en m). Le domaine IR
moyen se situe entre 400 et 4000 cm−1 (Source : Wikipédia).

La spectroscopie infrarouge par dissociation multiphotonique (IRMPD) en phase
gazeuse, appliquée sur des systèmes tels que les complexes organo-métalliques, est un
outil très puissant, qui permet de sonder l’environnement de différents groupements
chimiques. Par comparaison entre des spectres expérimentaux et des spectres simulés
via les méthodes de chimie quantique, nous pouvons caractériser les structures de
ces complexes. Le groupe de J. Omens a par exemple enregistré et analysé le spectre
IRMPD du cytochrome C qui possède plus d’une centaine d’acides aminés [86] et notre
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groupe avait étudié la formation de quartets de guanine dans la séquence télomérique
humaine [TTAGGG]4 (24 oligonucléotides) [87].

La spectroscopie IR d’absorption linéaire est historiquement utilisée en physique
moléculaire pour mesurer de manière précise les fréquences des modes de vibrations
des molécules et donc déterminer par la suite la structure de la molécule sondée
en comparant le résultat expérimental aux spectres simulés. Le spectre d’absorption
est obtenu en variant la longueur d’onde du rayonnement incident et en mesurant
pour chaque fréquence la variation de l’intensité transmise par rapport à l’intensité
incidente après la traversée de l’échantillon. Ce type de spectroscopie n’est pas très
efficace pour étudier des systèmes ioniques. La faible densité des ions dans une cellule
(due à la répulsion électrostatique entre les charges) ne permet pas la détection de
cette variation d’intensité et donc d’évaluer l’absorption.

Le processus d’absorption multiphotonique mis en jeu dans la spectroscopie IRMPD
s’explique de la manière suivante : une molécule doit absorber plusieurs photons IR,
afin que son énergie interne atteigne la limite de dissociation. Étant donné que l’éner-
gie d’une liaison covalente est de l’ordre de quelques eV, soit un ordre de grandeur
au-delà de l’énergie apportée par un photon infrarouge (quelques centaines de meV),
une molécule doit absorber une dizaine de photons IR, pour que la limite de disso-
ciation soit atteinte et que des fragments puissent être détectés. Cette absorption ne
peut pas se faire de manière résonnante via des absorptions en résonance avec les
niveaux successifs d’un même mode de vibration. En effet, le modèle de l’oscillateur
anharmonique décrivant le diagramme des niveaux d’énergie vibrationnelle d’une mo-
lécule montre que l’écart entre les niveaux successifs décrôıt légèrement lorsque l’on
augmente le nombre quantique ν (figure 4.3). L’absorption du premier photon réson-
nant permet de faire passer la molécule de son état fondamental ν = 0 à son état
excité ν = 1. Si on attend un peu, cette énergie absorbée se redistribue vers les modes
couplés de plus basses énergies par relaxation vibrationnelle intramoléculaire (IVR).
Ce cycle d’absorption peut alors être répété, toujours en résonance avec la première
transition vibrationnelle, jusqu’à la fragmentation de la molécule.

Le temps caractéristique du processus d’IVR dépend de la densité de modes à
l’énergie d’excitation. Il correspond généralement pour un système de dizaine d’atomes,
à une durée inférieure ou de l’ordre de la nanoseconde. Le taux de relaxation intra-
moléculaire est souvent de l’ordre de 1012 s−1 [88]. Les lasers à électrons libres (cf.
4.2.3) ont une structure temporelle particulièrement bien adaptée à cette séquence
d’absorptions et de redistributions intramoléculaires de l’énergie absorbée.

La spectroscopie IRMPD est donc une spectroscopie d’action dans laquelle on isole
l’ion parent que l’on souhaite étudier, on le fait interagir avec la lumière puis on me-
sure la baisse du signal de l’ion parent apparaissant à son rapport masse/charge (par
spectrométrie de masse), accompagnée de l’apparition des fragments, pour chaque
fréquence incidente. On détecte l’absorption par la mesure de ce taux de fragmenta-
tion K(E) pendant le temps d’interaction t. Ainsi, le signal de fragmentation s’écrit
comme :

F

F + P
= 1− exp[−K(E)t] (4.1)
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Où F est la somme des ions fragments et P le signal d’ions parents, pour une
énergie E de photon donnée. On reporte, en fonction du nombre d’onde, la grandeur :

− ln
[
1− F

F + P

]
(4.2)

qui est proportionnelle au taux de fragmentation.

Les intensités des raies et des bandes moléculaires obtenues par spectroscopie
IRMPD ne suivent pas toujours celles prédites par les simulations des spectres d’ab-
sorption IR, en particulier car le processus d’IVR est indispensable pour la fragmen-
tation de l’ion parent et que, si ce processus est peu efficace, ou trop lent pour un
mode de vibration donné, l’absorption dans ce mode peut ne pas être observé. Il
existe notamment des effets de seuil qui sont à l’origine de l’absence ou de la très
faible intensité de certaines raies en IRMPD.

Figure 4.3 – En haut : représentation des niveaux d’énergie vibrationnelle. L’absorption
d’un photon résonnant fait passer la molécule de son état fondamental ν = 0 à son état
excité ν = 1. L’énergie est redistribuée dans les modes couplés de plus basse énergie. La
relaxation vibrationnelle intramoléculaires IVR a lieu entre deux micro-impulsions (séparées
de 16 ns).
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4.2.2 Dispositif expérimental de l’IRMPD par le laser à électrons
libres

Les études structurales que je présente dans ce chapitre et dans le chapitre suivant
ont été réalisées sur deux grands instruments scientifiques, au Centre Laser Infraouge
d’Orsay (CLIO) et à la station d’accueil n◦9 (Quadrupole ion trap MS for IR ion
spectroscopy) du laser à électrons libres FELIX à Nijmegen aux Pays-Bas. Dans la
section suivante, je décrirai le fonctionnement de ces lasers à électrons libres qui sont
particulièrement bien adaptés à la spectroscopie IRMPD. Auparavant, je vais décrire
les dispositifs expérimentaux qui permettent de produire et piéger les ions parents
puis de les faire interagir avec les photons avant de détecter les éventuels fragments
produits.

Dans les deux cas, les ions sont produits par une source électrospray telle que
décrite en chapitre 1 voir 1.3.2).

À CLIO, le dispositif utilisé est une cellule ICR Bruker Apex (figure 4.4). Après
être produits par ESI, les ions sont transférés dans la cellule ICR via un hexapole et un
quadrupole, qui permettent notamment de sélectionner l’ion parent que l’on souhaite
étudier ou de réaliser de la CID (Collision Induced Dissociation) en amont. Les ions
interagissent avec le laser IR dans la cellule ICR (vide de 10−9 mbar) et un laser CO2
peut également être ajouté pour préchauffer les ions et faciliter la dissociation. Les
expériences que nous avons réalisées à CLIO ont été menées en collaboration avec
Debora Scuderi, de l’Institut de Chimie Physique [11, 12]. J’ai eu l’opportunité de
participer à ces expériences au cours de ma thèse.

Figure 4.4 – Vue schématique de la source, du quadrupole/hexapole, des optiques de trans-
fert et de la cellule ICR du Bruker Apex Qe 70 FTMS à CLIO [89].

À FELIX, le dispositif utilisé est un piège de Paul (Quadrupole Ion Trap - QIT).
Il s’agit d’un piège à ions quadripolaire (figure 4.5) qui utilise des champs électriques
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oscillants à courant continu statique et à radiofréquence pour piéger les ions. Ce
type de piégeage est couramment utilisé en spectrométrie de masse. Il est également
possible à FELIX de travailler sans hélium dans le piège, de façon à ne pas thermaliser
les ions et à faciliter leur dissociation.

Figure 4.5 – Schéma représentatif du spectromètre de masse à piège ionique quadripolaire
et de la source d’ionisation par électronébulisation utilisé à Felix sur la station n◦9 [90].

Une fois les ions sélectionnés en masse et piégés, on les irradie avec la lumière IR
émise par un laser à électrons libres (gamme 400-1800 cm−1, région des empreintes
digitales) ou par un OPO (région des 3 microns). Les durées d’irradiation typiques
sont de l’ordre de 0,5 s à quelques secondes sur l’ICR à CLIO et de l’ordre de quelques
ms sur la QIT à FELIX.

4.2.3 Laser à électrons libres

Comme l’indique son nom, un laser à électrons libres (LEL) utilise un faisceau
d’électrons «libres» de haute énergie issu d’un accélérateur pour créer et amplifier un
faisceau lumineux. Ce principe a été proposé par John Madey (Université de Stanford)
en 1976 et la première émission de longueur d’onde égale à 3.4 µm a eu lieu l’année
suivante. Dans les années 80, l’anneau de collisions d’Orsay (ACO) a permis d’obtenir
la première émission LEL dans le visible. Ensuite, l’exploration d’une grande plage de
longueur d’onde (l’infrarouge lointain et le térahertz, le VUV, le XUV et les rayons
X) en vue de nombreuses applications dans l’imagerie, la spectroscopie et d’autres
domaines s’est poursuivie jusqu’à nos jours. Ceci a conduit au développement de
nombreux LEL. Cette large gamme spectrale est difficilement accessible par les lasers
conventionnels (lasers à gaz, diodes lasers, ...) utilisant des atomes ou des molécules
excités, dont les électrons sont fortement liés.

Le principe de base du LEL repose sur le mouvement ondulatoire des électrons
libres sous l’action d’un champ magnétique périodique créé par une succession d’ai-
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mants permanents : l’onduleur. Il s’agit d’une série d’aimants dont les pôles sont
inversés, induisant la déviation périodique de la trajectoire du faisceau d’électrons
(voir 4.6). Le même phénomène est utilisé pour le rayonnement synchrotron, qui est
un rayonnement électromagnétique issu d’une particule chargée et accélérée dans un
champ magnétique oscillant (le rayonnement est obtenu alors par les électrons tour-
nant dans un anneau de stockage).

Figure 4.6 – Schéma de la cavité du laser à électrons libres à FELIX (le principe est le
même pour CLIO). La lumière est focalisée à travers l’électrode annulaire du piège de Paul
et provoque la fragmentation des ions sélectionnés [91].

Les onduleurs utilisés dans un LEL (VUV-XUV) peuvent avoir des tailles allant
jusqu’à quelques centaines de mètres (FLASH en Allemagne, SPARC et FERMI en
Italie, SCSS au Japon). D’autres LEL sont optimisés pour l’IR (CLIO en France
et FELIX aux Pays Bas) avec des tailles plus modestes. Les onduleurs sont placés
dans un résonateur. Ce dernier est constitué de deux miroirs à haute réflectivité. La
lumière stockée dans la cavité peut rétroagir sur les électrons. Cette rétroaction se
traduit par une modulation de la densité électronique du faisceau, qui conduit à un
accroissement de la cohérence et de l’intensité de la lumière émise.

Selon la densité du courant et l’énergie du faisceau, on distingue trois régimes de
fonctionnement du LEL : le régime Raman dans lequel l’interaction coulombienne
entre les électrons est importante (i.e. faible énergie et grande densité de courant), le
régime de faible-gain Compton et le régime collectif à gain élevé. Le fonctionnement
en régime Raman correspond aux dispositifs produisant des micro-ondes, alors que la
plupart des LEL rayonnent dans le domaine qui s’étend de l’UV à l’infrarouge, donc
dans le régime de faible-gain Compton.

CLIO et FELIX couvrent un domaine spectral dans le proche et le moyen infra-
rouge (200− 2000 cm−1). La puissance moyenne du laser CLIO se situe entre 0,5 W
et 1,2W. Les ions peuvent également être soumis à un laser CO 2 (P = 10 W, λ =
10,6 µm) synchronisé avec l’irradiation par le LEL-CLIO, dans le but de favoriser la
fragmentation des systèmes fortement liés.
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4.3 Méthodologie de recherche des structures molécu-

laires

Pour déterminer les structures secondaires les plus probables d’une molécule, la
stratégie à suivre est de trouver le meilleur accord entre les modélisations théoriques et
les données expérimentales. Les différentes expériences effectuées pendant cette thèse
permettant des études structurales des systèmes moléculaires sont la spectroscopie
IRMPD et la spectrométrie de mobilité ionique (voir sect. 5.1.1).

En chimie quantique, les différentes informations qu’on cherche à obtenir sur la
molécule pour ces études structurales sont principalement :

1. Les différents minima de la surface d’énergie potentielle (PES) de l’état fonda-
mental, avec leurs énergies et les structures associées.

2. Les modes de vibration (fréquence de vibration) de ces différents minima.

Pour les systèmes moléculaires de grande taille, une étude exhaustive de la surface
d’énergie potentielle est illusoire. Néanmoins, il existe souvent un point de départ pour
les recherches conformationelles, qui se base sur les données tirées des différentes
études en phase condensée. Par exemple en cristallographie ou en RMN, on trouve de
nombreux résultats qui sont répertoriés sur le site de la Protein Data Bank, servant
de structures modèles pour une exploration théorique conformationelle. Toutefois, les
preuves sur la conservation de la structure lors du passage en phase gazeuse sont très
rares (voire nulles) notamment sur les peptides flexibles de tailles intermédiaires, qui
sont trop grands pour être simulés avec des méthodes précises mais trop petits pour
ne pas être affectés par la désolvatation.

Le travail théorique commence donc par explorer de la manière la plus exhaustive
possible la surface d’énergie potentielle du système étudié afin de déterminer toutes les
conformations de plus basse énergie possibles. Pour des molécules complexes, cette re-
cherche ne peut pas se faire à un niveau de calcul très poussé. On utilise par exemple
des méthodes de mécanique moléculaire (champs de force Amber). Ce type de re-
cherche génère plusieurs milliers de structures différentes qu’il faut ensuite classer et
regrouper en familles de structures. On peut appliquer un critère énergétique pour ne
garder que les structures de plus basses énergies, même si les énergies calculées au ni-
veau de théorie utilisé pour l’exploration conformationelle ne sont pas très fiables, et
ce critère doit être assez large, notamment pour des systèmes flexibles. Pour les résul-
tats que je présente dans ce chapitre sur les organo-métalliques et les nano-agrégats,
ainsi que les principes actifs combinés à des cyclodextrines (chapitre 5), aucun critère
énergétique n’a été appliqué et seules les principales structures issues des données de
la phase condensée ou déterminées par l’intuition ont été considérées.

Une fois les conformères de plus basses énergies identifiés et si des expériences de
mobilité ionique ont été réalisées, l’étude des sections efficaces de diffusion de chacun
permet, en comparaison avec les valeurs mesurées expérimentalement, de sélectionner
ceux effectivement observés. Chacun d’entre eux peut alors être réoptimisé par des
calculs réalisés à un niveau plus poussé (DFT). Cette optimisation permet d’obtenir
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une meilleure description des interactions intramoléculaires et donc conduit à une
structure calculée plus proche d’une structure réellement adoptée par le système.

Après la sélection d’une structure dont la section efficace calculée est la plus proche
de la valeur expérimentale, on calcule le spectre vibrationnel (dans le cadre de l’ap-
proximation harmonique) qui est comparé au spectre IRMPD. Nous nous attendons
à avoir une ou plusieurs conformations peuplées dans les conditions expérimentales,
pour des ions étudiés à température ambiante, selon que le système est plus ou moins
rigide.

4.3.1 Exploration de la surface d’énergie potentielle (PES)

Pour explorer la surface d’énergie potentielle (PES) de grands systèmes, le choix
de l’équipe s’est porté sur la méthode de dynamique moléculaire classique. Cette
méthode de simulation est l’une des méthodes en chimie numérique qui permet de
modéliser des systèmes très grands contenant jusqu’à plusieurs millions d’atomes.
Elle repose sur la résolution des équations de Newton traitées en mécanique classique
sans prendre en compte explicitement les électrons. Au-delà, il existe des méthodes de
dynamique moléculaire ab initio, dans lesquelles la configuration électronique est cal-
culée à chaque pas du calcul. À partir de cette configuration électronique, on calcule
les forces, puis on fait bouger les noyaux, et on ré-optimise la configuration électro-
nique. Ces méthodes à définir (AIMD) sont extrêmement coûteuses et ne s’appliquent
qu’à de petits systèmes.

La dynamique moléculaire (DM) permet de suivre l’évolution temporelle d’un sys-
tème, et de calculer la position d’un atome i au moment (t + δt) en connaissant la
position de l’atome au moment (t). En fait, on cherche les forces qui s’exercent sur
les atomes ou groupements d’atomes à une température donnée à l’instant t. Cette
force est tirée d’un champ de forces classiques (voir 4.3.2), car elle dérive d’une éner-
gie potentielle. Ainsi, la simulation consiste à choisir rigoureusement une expression
analytique pour l’énergie potentielle pour retrouver la force exercée sur le système
et déterminer par un processus itératif la nouvelle position à l’instant suivant. Le
problème qu’on peut rencontrer lors de simulations de peptides de grandes tailles
vient des constantes de temps de repliement/dépliement. Ces constantes sont souvent
plus longues que les temps de simulation par champs de forces. Pour contourner ce
problème, il existe des méthodes dites de «gros grains» permettant de modéliser un
groupement d’atomes par une boule afin de traiter les systèmes de grandes tailles
sur de longs temps de dynamique [92–94]. D’autres approches telles que les métady-
namiques proposées par A. Laio et al. [95] ou les dynamiques à température fictive
élevée [96] ont été développées pour accélérer l’exploration de la surface d’énergie
potentielle de systèmes complexes.

Pour générer les structures des systèmes à base de cyclodextrine, l’équipe a uti-
lisé, en collaboration avec F. Calvo (à l’ILM à l’époque), une méthode de dyna-
mique moléculaire par échange de réplique (REMD) proposée par Y. Sugita et Y.
Okamoto [97, 98]. La différence entre les simulations en REMD et une dynamique
moléculaire classique, à 300 K, c’est qu’en dynamique moléculaire le système est su-
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septible de rester piégé dans des minima locaux. Tandis qu’avec la méthode REMD,
nous réalisons plusieurs calculs de dynamique moléculaire à différentes températures
en parallèle. Chaque réplique évolue indépendamment par dynamique moléculaire,
mais les structures peuvent s’échanger, ce qui permet de passer plus facilement les
barrières d’énergie potentielle, et d’explorer de façon plus exhaustive la surface PES.
La probabilité d’échange entre deux répliques est testée par le critère de distribution
de Metropolis. Cette probabilié vaut 1 si, lorsque Ti > Tj, l’énergie de la conforma-
tion de la structure à plus haute température Ei est plus basse que celle à plus basse
température Ej. Sinon, cette probabilité est égale à : exp ( Ej−Ei

k(Ti−Tj)). Dans cette mé-

thode, les structures peuvent s’échanger, mais pas les températures, et les simulations
continuent à partir des conformations échangées ou non.

Figure 4.7 – Schéma des échange de répliques (REMD). Exemple de trois simulations de
dynamique moléculaire à 3 températures différentes.

La méthode de dynamique moléculaire par échange de réplique a été utilisée avec
succès pour explorer le paysage conformationnel de monomères et d’oligomères de
peptides impliqués dans les maladies neurodégénératives telles qu’Alzheimer [99–101],
Parkinson [102] et le Prion [103]. Elle a également permis de simuler la dynamique de
repliement de polypeptides isolés ou solvatés [104,105] et des complexes des peptides
Amylöıde β1−40 et Amylöıde β1−42 avec des atomes de zinc [106].

4.3.2 Champs de force

Dans le cadre de l’approximation de Born–Oppenheimer, la dynamique des élec-
trons est beaucoup plus rapide que celles des noyaux. En effet, le mouvement mo-
léculaire peut être découplé en deux mouvements séparés : celui des noyaux et le
mouvement des électrons. Dans une modélisation en dynamique moléculaire, on s’in-
téresse au mouvement des noyaux, et la contribution des électrons est prise en compte
de manière implicite grâce à un champ de potentiel qui s’ajuste instantanément au
mouvement nucléaire.
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Le modèle de champs de force est alors un modèle classique qui décrit les forces
internes agissant sur le système moléculaire lors d’une déformation intramoléculaire ou
d’un réarrangement des molécules entre elles. Ainsi, l’énergie potentielle du système
pour une géométrie fixée des noyaux, varie selon des lois classiques. Cette énergie est
la somme des contributions des interactions à courte portée (élongation d’une liaison
covalente, angle entre 2 liaisons covalentes successives, angle dihèdre entre 3 liaisons
covalentes successives) et des interactions à longue portée (van der Waals...).

E = Eliaison + Eangle + Etorsion + Evdw + Eelectrostatique (4.3)

Pour chaque terme de l’énergie potentielle de l’équation (4.3) défini par champs
de force, l’expression mathématique en fonction des variables utilisées (distances in-
ternucléaires, angles, ...) dépend d’un nombre de paramètres (distance d’équilibre,
angle d’équilibre...) qui sont caractéristiques d’un champ de force donné. Ces para-
mètres sont obtenus en prenant une banque de donnée qui permet d’avoir des valeurs
moyennes, bien adaptées aux molécules tests choisies. Par exemple, si l’on étudie une
molécule très différente de celles choisies pour la banque de données, alors il y a des
chances pour que les paramètres soient mal adaptées à cette molécule.

Les champs de forces sont des outils essentiels pour les études de phénomènes com-
plexes dans les simulations de molécules organiques et de macromolécules biologiques.
En 1970 une première simulation de protéines a été effectuée pour un système de 458
atomes et pendant 9,2 ps [107]. Une simulation de plus d’un million d’atomes en dyna-
mique moléculaire avec un champ de force à l’échelle atomique a été réalisée en 2006.
Elle a permis d’étudier la structure du virus mosäıque du tabac [108]. Aujourd’hui, le
domaine de champs de force a pris beaucoup d’ampleur, et de nombreux champs de
force différents dont disponibles. On peut citer par exemple CHARMM [109], GRO-
MOS [110], OPLS [111], MMFF [112]. La différence entre ces méthodes est liée au
nombre de termes et à la nature de la contribution de l’énergie potentielle ainsi qu’aux
paramètres utilisés dans chaque champ de force. Les simulations réalisées sur des pep-
tides par l’équipe ont été réalisées avec un champ de force AMBER (Assisted Model
Building with Energy Refinement) [113–115] optimisé pour des molécules d’intérêt
biologique. Ce n’est pas le cas pour ce que je vous présente par la suite.

4.3.3 Méthodes semi-empiriques : Asutin Model (AM1)

Plusieurs méthodes semi-empiriques ont été développées avec pour objectif de
pouvoir simuler des systèmes de grande taille, inaccessible avec des calculs de chi-
mie quantique plus poussés. Ces méthodes ont l’avantage d’être rapides, mais res-
tent peu précises par rapport aux méthodes ab initio. Elles constituent donc un
compromis entre une description purement quantique des électrons et interactions
interatomiques et une description purement phénoménologique et empirique de ces
interactions. Dans une méthode semi-empirique, la base utilisée contient des orbitales
de type Släter (STO) pour les couches de valence, et seules les intégrales électroniques
à deux centres de l’équation d’Hartree-Fock sont calculées. Parmi les méthodes semi-
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empirique disponibles, nous avons utilisé la méthode AM1 (Austin Model 1). Cette
méthode a été développée dans le groupe de M.J.S. Dewar [116]. D’autres méthodes
semi-empiriques ont été introduites plus récemment comme PM3 [117] et PM6 [118].

4.3.4 Théorie de la fonctionnelle de la densité : DFT

Dans la théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT), le déplacement des noyaux
au cours du processus d’optimisation est traité en prenant en compte explicitement les
électrons du système étudié. Le calcul de l’énergie du système se fait en fonction de la
densité électronique au lieu d’être basé sur la fonction d’onde électronique qui dépend
de 3N variables (N est le nombre total de particules du système). La densité est donc
plus facile à traiter d’un point de vue mathématique puisqu’il s’agit d’une quantité à
trois variables seulement. La théorie DFT a été proposée par Hohenberg et Kohn [119].
D’après les équations de Kohn-Sham, l’énergie électronique s’écrit comme la somme de
l’énergie cinétique des électrons, d’un terme d’interaction électron-noyau, d’un terme
d’interaction noyau-noyau et d’un terme d’interaction électron-électron. Ce dernier
terme d’interaction électronique n’est pas défini explicitement dans la théorie de la
fonctionnelle de la densité et dépend des paramètres introduits dans les fonctionnelles.
Il existe donc de nombreuses fonctionnelles en DFT, qui peuvent être classées en trois
grandes catégories : les fonctionnelles LDA (Local Density Approximation), GGA
(Generalized Gradient Approximation) et les fonctionnelles hybrides.

L’une de fonctionnelles que l’on a choisie et qui est fréquemment utilisée pour les
simulations de spectres IR pour les molécules organique est la fonctionnelle hybride
Becke-3 Parameters-Lee-Yang-Parr (B3LYP) [120, 121]. Cette fonctionnelle présente
certains biais connus, comme la mauvaise caractérisation des interactions de dis-
persion. Dans certains cas, ces interactions sont peu importantes (pour l’étude des
systèmes ioniques par exemple, pour lesquels les contributions électrostatiques et
de polarisation dominent). Lorsque ces interactions ne peuvent pas être négligées,
nous pouvons les prendre en compte et rectifier ce biais de calcul en ajoutant un
terme empirique de dispersion. À titre d’exemple, ceci a été réalisé lors des études
de complexes avec la β-cyclodextrine, dans lesquelles, la version 3 de la dispersion
de Grimme [122, 123] a été mise en oeuvre (cf. 5.1.3). Parmi d’autres fonctionnelles
hybrides, nous avons également utilisé la fonctionnelle Minnesota 06 (M06) [124] dans
les calculs sur les complexes organo-métalliques (voir partie 4.4). Cette fonctionnelle
est couramment utilisée pour déterminer des énergies fiables en chimie des métaux
de transition [125, 126]. Nous avons également mené des simulations de dynamique
moléculaire AIMD avec la fonctionnelle Perdue-Burke-Ernzerhof (PBE) [127] car les
calculs en B3LYP étaient trop lourds pour ce type de simulation.

Le temps de calculs pour traiter un système au niveau DFT, dépend directement
du choix de la base d’orbitales atomiques. Ce temps varie en N4, où N est le nombre de
fonctions de base. Les bases de fonctions appelées bases minimales sont typiquement
constituées du nombre minimum de fonctions pour représenter tous les électrons de
chaque atome. Les plus grandes d’entre elles peuvent comprendre littéralement jus-
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qu’à plusieurs centaines de fonctions de base pour chaque atome. Ainsi, si on souhaite
traiter un système avec des bases très grandes, notamment en ajoutant des fonctions
diffuses permettant d’obtenir une meilleure précision, ceci demandera un temps de
calculs considérable et des capacités de haute performance. Enfin, le choix de la base
est un compromis entre le temps de calcul et la précision souhaitée.

Les calculs que nous avons menés sur des complexes avec des macromolécules
cages (voir chapitre 5) ont été effectué avec une base 6-31+G(d,p). Il s’agit d’une
base à valence séparée (split-valence) où seules les orbitales de valence sont doublées
ou triplées, etc. Le chiffre 6 avant le trait d’union correspond au nombre de gaus-
siennes primitives décrivant les orbitales de cœur des atomes. Le chiffre 31 avant la
lettre G indiquent que les orbitales de valence 1 sont composées chacune de deux fonc-
tions, la première est composée d’une combinaison linéaire de 3 fonctions gaussiennes
primitives, l’autre d’une combinaison linéaire d’une gaussienne individuelle.

Pour les systèmes de complexes organo-métalliques ou de nano d’agrégats d’or,
notre choix s’est porté sur les bases Def2TZVP [128] ou LanL2DZ [129], qui inclut
un potentiel effectif de cœur pour les métaux de transition lourds, ou également une
base 6-31+G(d,p) pour les autres atomes. Nous avons réalisé des calculs en DFT
statique à l’aide du logiciel Gaussian (versions 03 à 16) [130], sur un cluster ”maison”
puis sur la plateforme de calcul scientifique à haute performance (dizaine de CPU et
une centaine de gigas de mémoire) de l’université Sorbonne Paris Nord (MAGI). Les
simulations de dynamique moléculaire Born-Oppenheimer menées sur des complexes
organo-métalliques (voir sect. 4.4.4) ont été réalisées par F. Cappelluti et L. Guidoni
(University of L’Aquila) avec le logiciel CP2K [131] sur les plate-formes HPC Galileo
et Marconi.

1. La présence de n nombre après le trait d’union indique que la base est une base n-zéta à
valence séparée (chaque orbitale est décrite par n fonctions).
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4.4 Études structurales de complexes organo-métalliques

4.4.1 Motivations et choix des systèmes

De nombreux travaux dans le domaine biomédical sont consacrés à l’étude des
nanoparticules métalliques fonctionnalisées notamment du fait de leurs propriétés
optiques couplées à leurs possibilités de ciblage et de vectorisation de molécules bio-
actives au sein des cellules vivantes. La mâıtrise des effets biologiques de complexes
organo-métalliques, demande une connaissance fine des propriétés structurales et des
stabilités chimiques de leurs ligands fonctionnels. La caractérisation de l’interface
nanoparticule-ligand, en solution, se fait le plus souvent par RMN ou par les mé-
thodes IR. Cependant, l’interprétation des données est rendue complexe du fait du
relatif manque de contrôle de la stœchiométrie des nanoparticules et des ligands qui
les recouvrent [132].

En utilisant une approche bottom-up, nous avons réalisé l’étude en phase gazeuse
de complexes organo-métalliques (1 ou 2 atomes métalliques, 2 à 5 ligands simples).
L’avantage de ce choix de petits systèmes est lié à la possibilité d’une sélection en
taille par spectrométrie de masse permettant une caractérisation fine en phase ga-
zeuse, notamment par comparaison entre spectres IR et calculs de chimie quantique.
Le ligand que nous avons choisi est l’acétylacétonate, qui est un ligand bidentate
relativement rigide.

Les complexes entre des ions métalliques et quelques ligands de type acétylacé-
tonate sont bien caractérisés en phase cristalline [14, 133] et peuvent servir de pré-
curseurs pour la synthèse de plusieurs complexes organométalliques et nanoparti-
cules [134]. À notre connaissance, les nombreuses études menées précédemment sur
des complexes organométalliques en phase gazeuse [135–139] ont été consacrées à des
ligands neutres [140–143] ou biomoléculaires simples [144–148]. À part une étude ré-
cente sur des complexes avec l’holmium [149], il n’y a cependant pas eu d’études de
spectroscopie infrarouge de complexes isolés entre des ions métalliques et des anions
acétylacétonate, en particulier lorsque plusieurs ions métalliques sont impliqués.

Nous avons effectué des expériences de spectroscopie IRMPD directement sur des
complexes entre l’acétylacétonate (figure 4.8) qui est un des ligands anioniques biden-
tates les plus simple et trois métaux différents : Al (métal léger), Fe (métal de transi-
tion) et Ru (métal lourd). À l’issue de ces travaux effectués sur ces petits complexes,
nous souhaitons donc avoir des repères méthodologiques fiables pour l’étude d’autres
systèmes modèles, notamment de taille plus grande et pouvant servir à caractériser
les propriétés physico-chimiques de nanoparticules ayant un réel intérêt biochimique.
En raison de la rigidité relative du ligand acétylacétonate et de ses fortes interactions
bidentates avec tous les ions métalliques, les structures de plus basse énergie des ces
complexes étudiés sont moins compliquées à déterminer et parfois presque uniques.
Ainsi, ces données peuvent constituer un test de la validité de différentes approches
pour la simulation des spectres infrarouges pour ce type de complexes métal-ligand.
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Figure 4.8 – À gauche : structure de l’acétylacétone (Acac neutre) de formule chimique
C5H8O2 et de masse m = 100 u. À droite : structure de l’acétyleacétonate (Acac−) de
formule C5H7O−

2 de masse = 99 u

Nous avons donc comparé les spectres expérimentaux obtenus par spectroscopie
IRMPD à plusieurs types de calculs effectués par DFT. Ces calculs sont réalisés en
statique avec une analyse fréquentielle dans l’approximation harmonique ou anharmo-
nique (avec la fonctionnelle B3LYP et la modeste base 6-31G* ou avec la fonctionnelle
M06 [124] qui est censée donnée de meilleures énergies pour la chimie des métaux de
transition [125, 126], au niveau M06/6-31+G**). Des calculs de dynamique molécu-
laire Born Oppenheimer avec la fonctionnelle PBE [127,150] ont également été réalisés
en collaboration avec L. Guidoni de l’université de L’Aquila.

4.4.2 Spectres IRMPD de [M3+(Acac−)2(AcacH)]+1, M = Al, Fe ou

Ru.

Les espèces étudiées contiennent trois ligands autour d’un ion métallique de charge
(+3) et possèdent des spectres IR similaires issus d’une structure octaédrique, comme
les espèces neutres observé en phase condensée, dans lesquelles les trois ligands bi-
dentés se lient à l’ion métallique via six liaisons ioniques. La fragmentation par CID
(collision Induced Dissociation) ou en IRMPD se produit principalement par la perte
de la molécule d’Acac neutre (AcacH).

Le décalage vers le rouge des spectres des trois cations métalliques (Fig. 4.9),
lorsque l’on va du plus léger (Al) au plus lourd (Ru), est globalement dû à l’aug-
mentation de l’interaction métal-ligand et est discutée plus en détail dans la suite.

Les spectres expérimentaux obtenus par spectroscopie IRMPD, ainsi que ceux
calculés par DFT à partir de différentes fonctionnelles (PBE, B3LYP, M06) pour
l’ion [Fe3+(Acac−)2(AcacH)]+1 sont représentés en figure (4.10). Les calculs repro-
duisent assez bien la position des deux bandes principales (positions repérées par les
bandes grises). Ces bandes correspondent aux modes d’élongation symétrique C=O
et antisymétrique C-C=O de l’acétylacétone (AcacH) ou des ions acétylacétonates
(Acac−).
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Figure 4.9 – Spectres IRMPD des trois complexes [M3+(Acac−)2(AcacH)]+1 obtenus sans
préchauffage avec laser CO2. Le temps d’irradiation par LEL était de 0,25 s pour Al, 0,5 s
pour Fe et 2 s pour Ru. Les intensités sont proportionnelles au taux de photofragmentation.
Elles sont mises à l’échelle afin d’être comparables pour la bande vibrationnelle principale.

Les calculs en PBE sur l’ion [Fe3+(Acac−)2(AcacH)]+1, conduisent, pour la bande
situé entre 1500 cm−1 et 1600 cm−1 à un décalage vers le rouge trop important
(abaissement du nombre d’onde). Ceci indique que cette fonctionnelle a tendance à
surestimer l’interaction entre l’oxygène négativement chargé de l’acétylacétonate et
l’ion métallique (le coordinateur), conduisant à une énergie de vibration d’élongation
de la liaison C=O plus faible que celle mesurée expérimentalement et même simulée
par les autres méthodes.

On observe également des bandes à plus basses fréquences (1293 cm−1, 1167 cm−1,
1036 cm−1, 930 cm−1, 792 cm−1 et 677 cm−1) qui sont bien reproduites par les si-
mulations. Les modes de vibrations de cette région correspondent pour la plupart à
des modes qui peuvent être attribués à l’acétylacétone ou aux acétylacétonates et qui
sont souvent décalées vers le rouge dans le complexe (par rapport au ligand seul).

La bande expérimentale de plus grande fréquence à 1733 cm−1 (trait rouge en
pointillé sur la figure 4.10), qui correspond au mode d’élongation symétrique de deux
C=O de l’acétylacétone, n’est bien reproduite par aucune des méthodes utilisées.
Cette bande est calculée à trop basse fréquence en PBE et se décale trop vers le bleu
(vers les nombres d’ondes plus élevés) pour les autres méthodes (B3LYP et M06).
Ceci montre encore une fois la tendance de la fonctionnelle PBE à surestimer les
interactions entre l’ion métallique et les atomes d’oxygène neutres de l’AcacH. Au
contraire, les fonctionnelles B3LYP et M06 tendent à sous estimer cette interaction
métal-ligand, ce qui fait que la fréquence de vibration des modes C=O calculées par
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CHAPITRE 4. ÉTUDES STRUCTURALES PAR IRMPD

ces deux fonctionnelles est plus grande en énergie que celle mesurée en IRMPD.

Pour comparer les fréquences expérimentales et les fréquences calculées pour les
9 bandes présentes sur le spectre (4.10) du complexe [Fe3+(Acac−)2(AcacH)]+1, nous
avons évalué les écarts quadratiques moyens correspondants. Les valeurs trouvées
(voir tableau 4.11) montrent clairement que les fréquences calculées dans l’approxima-
tion harmonique avec facteur d’échelle sont meilleures en B3LYP puisque ces calculs
donnent l’écart quadratique moyen le plus faible (RMSD = 11.1 cm−1) par rapport
aux autres méthodes donnant un RMSD d’environ 22 cm−1 pour la fonctionnelle M06
et autour de 30 cm−1 en PBE. De plus, ces mêmes calculs de RMSD nous montrent
que les fréquences anharmoniques, sont moins bonnes que celles dans l’approxima-
tion harmonique avec facteur d’échelle (13.2 cm−1 en B3LYP). Cette différence est
encore plus importante pour le complexe avec l’aluminium (voir tableau 4.12), où
les écarts quadratiques moyens vallent respectivement 15.3 cm−1 et 28.8 cm−1 dans
l’approximation harmonique et en anharmonique pour la fonctionnelle B3LYP.

D’autre part, les fréquences calculées en dynamique moléculaire pour le complexe
avec le fer ne sont pas meilleures (RMSD = 34.7 cm−1) que celles trouvées en sta-
tique. Le décalage systématique vers le rouge (d’environ 25 à 30 cm−1) observé dans
les calculs en dynamique, compte pour beaucoup dans ces mauvaises valeurs. Après
correction empirique de cette erreur systématique, cet écart quadratique devient com-
parable à celui des méthodes statiques. Ainsi, la valeur de l’écart devient 15.6 cm−1

dans le cas du complexe avec l’ion de fer. Elle est encore plus petite dans le cas du com-
plexe avec l’aluminium avec 8.6 cm−1 au lieu de 24.2 cm−1. L’origine de la nécessité
de cette correction est peut être la conséquence du relâchement excessif des liaisons
(et de la réduction des fréquences vibrationnelles) produit par les fonctionnelles GGA
(Generalized Gradient Approximation) [151].

La structure moléculaire de l’ion [Ru3+ (Acac−)2(AcacH)]+1 obtenue par des cal-
culs est représentée à droite de la figure (4.13). On observe une géométrie octaédrique
qui est également valable pour les complexes avec Fe ou Al à la place du Ruthénium
(Ru). Dans cette géométrie l’ion métallique se trouve au centre du complexe et inter-
agit avec six oxygènes en formant un octaèdre pseudo-régulier (les angles de liaison
sont de 90 deg) mais les distances M-ligand sont différentes pour le ligand neutre
et les deux ligands chargés). Les trois complexes diffèrent cependant par leurs dis-
tances Métal–Oxygène (M-O), et aussi par leurs énergies de dissociations représentées
dans le tableau (4.14). Les données calculées montrent que les distances reliant l’ion
métallique à un atome d’oxygène du ligand bidentate ainsi que l’énergie de disso-
ciaciation de l’acétylacétone du complexe dépendent de deux facteurs : la taille de
l’ion métallique et l’état électronique de spin du métal complexé. Par exemple, si on
considère le complexe avec l’ion ferrique (Fe3+) qui possède 5 électrons célibataires
dans les orbitales d, la configuration de plus basse énergie (état fondamental) de cet
ion complexé est de haut spin (i.e. lorsque les 5 électrons sont non appariés). Dans ce
cas, les interactions M–O sont un peu plus faibles et l’énergie de dissociation est très
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Figure 4.10 – Spectres IRMPD expérimentaux obtenus avec (rouge) et sans laser CO2
(mangenta et bleu clair) pour l’ion [Fe3+(Acac−)2(AcacH)]+1, les autres spectres calculés
correspondent aux différentes méthodes de calcul utilisées : l’approximation harmonique avec
facteur d’échelle (couleurs pâles) ou anharmonique sans facteur d’échelle (couleurs foncées)
aux niveaux M06/6-31+G** (en bleu) et B3LYP/6-31G* (en noir). Les spectres calculés
au niveau PBE/TZVP dans l’approximation harmonique avec facteur d’échelle (vert clair)
et en dynamique (vert foncé) sont également présentés.
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Figure 4.11 – Comparaison des fréquences (en cm−1) des 9 modes qui apparaissent dans le
spectre de l’ion [Fe3+(Acac−)2(AcacH)]+1 avec celles obtenues par les différents niveaux de
calcul, avec les valeurs correspondantes de l’écart quadratique moyen par rapport aux don-
nées expérimentales. Les étoiles indiquent la présence des pics multiples de valeurs proches
(la valeur prise correspond à la moyenne de l’ensemble). Les valeurs en italique pour les
calculs en PBE DFT-MD correspondent à celles obtenues lorsque le décalage vers le rouge
observé systématiquement dans les calculs est compensé empiriquement.

Figure 4.12 – Comparaison des fréquences (en cm−1) des 9 modes qui apparaissent dans
le spectre de l’ion [Al3+(Acac−)2(AcacH)]+1 avec celles obtenues par les différents niveaux
de calcul, avec les valeurs correspondantes de l’écart quadratique moyen par rapport aux
données expérimentales. Les étoiles indiquent la présence des pics multiples de valeur proche
(la valeur prise correspond à la moyenne de l’ensemble). Les valeurs en italique pour les
calculs en PBE DFT-MD correspondent à celles obtenues lorsque le décalage vers le rouge
observé systématiquement dans les calculs est compensé empiriquement.

légèrement supérieure (1,63 eV) à celle calculée pour le complexe avec l’aluminium
III (Al3+ qui vaut 1,50 eV) pour un système sans électrons dans la couche d.
Par ailleurs, l’état bas spin de Fer III est obtenu à partir de la configuration avec
4 électrons d appariés et un électron non apparié. Cet état plus haut en énergie,
présente des interactions M-O plus fortes (distance M-O plus faible) et possède une
plus grande énergie de dissociation (2.45 eV). Cette énergie de dissociation est com-
parable à celle du ruthénium complexé (2.38 eV), dont l’état fondamental est lui
aussi un bas spin. En conséquence, le grand décalage vers le rouge observé dans le
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Figure 4.13 – À droite : structure moléculaire octaédrique calculée au niveau M06/6-
31+G** avec la base LanL2DZ pour l’ion [Ru3+(Acac−)2(AcacH)]+1. À gauche : Spectres
IRMPD expérimentaux (rouge et mangenta obtenus respectivement avec et sans laser CO2).
Les autres spectres présentés correspondent aux différentes méthodes de calcul : l’approxi-
mation harmonique avec facteur d’échelle (couleurs pâles) ou anharmonique sans facteur
d’échelle (couleurs foncées) aux niveaux M06/6-31+G** (en bleu) et B3LYP/6-31G*.
Le spectre calculé au niveau PBE/TZVP dans l’approximation harmonique avec facteur
d’échelle (vert clair) est également présenté.

spectre IR du ruthénium (figure 4.9) et qui concerne plusieurs bandes dans la gamme
1200 cm−1–1800 cm−1 impliquant les centres donneurs d’électrons des ligands, peut
être considéré comme une signature de la forte interaction M-O correspondant à un
état de bas spin du complexe.

Les spectres IR représentés à gauche de la figure (4.13) concerne le complexe
[Ru3+(Acac−)2(AcacH)]+1. Les deux premiers spectres en haut (rouge et magenta)
sont des spectres expérimentaux obtenus par la spectroscopie IRMPD, respectivement
avec et sans le laser CO2. On voit bien que le préchauffage avec le laser CO2 permet
de mieux montrer les raies de faible intensité, notamment celle à plus haute fréquence,
mais conduit aussi à un élargissement de toutes les raies, y compris les deux bandes
principales qui apparaissent ici vers 1320 cm−1 et 1490 cm−1. Les spectres calculés par
DFT à partir des fonctionnelles B3LYP et M06 reproduisent assez bien la position des
deux bandes principales, avec un décalage vers le bleu (d’environ 50 cm−1 - 70 cm−1)
en comparaison avec l’expérience. Ces mêmes bandes se trouvent décalées vers le
rouge d’environ 20 cm−1 pour les complexes avec Al ou Fe. Par ailleurs, dans ce cas,
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Figure 4.14 – Etat de spin de plus basse énergie, gamme des distances entre l’ion mé-
tallique et les atomes d’oxygène des ligands acétylacétonate ou acétylacétone, et énergie de
dissociation de ce ligand neutre pour les trois espèces [M3+(Acac−)2(AcacH)]+1 calculées au
niveau M06/6-31+G**. La seconde ligne (en italique) pour le fer correspond à l’état de spin
1/2, qui a une énergie électronique plus élevée, la même structure d’équilibre octaédrique,
des interactions M-O beaucoup plus fortes et une énergie de dissociation de l’acétylacétone
beaucoup plus élevée.

la fonctionnelle PBE semble la plus performante (avec un décalage dans le rouge
d’environ 50 cm−1).
La bande qui se situe à 1665 cm−1 correspond au mode d’élongation symétrique C=O
de l’acétylacétone (Acac neutre). La fréquence de cette bande est toujours surestimée
dans les calculs avec les fonctionnelles B3LYP et M06 (décalage d’environ 50 cm−1),
et décalée vers le rouge d’environ 80 cm−1 en utilisant la fonctionnelle PBE.

4.4.3 Spectres IRMPD de [M3+(Acac−)2)]
+1 , M = Al, Fe

Nous avons aussi étudié le complexe [M3+(Acac−)2)]+1 formé par seulement deux
ions acétylacétonates (Acac−) et chacun des ions métalliques d’aluminium et de fer.
On peut s’attendre à ce que ces espèces adoptent une structure tétraédrique (figure
4.16), et soient fortement liées. Leur fragmentation est en effet difficile, et nous n’avons
jamais observé l’ion doublement chargé de type [M3+(Acac−)1)]+2. De plus, même les
fragments obtenus par dissociation induite par collisions (CID) sont principalement
des ions issus de différentes pertes neutres des ligands, alors qu’une excitation par
IRMPD donne des ions simplement chargé (perte d’un seul radical neutre acétylacé-
tonate) lequel n’étant pas obtenu par CID.

Les spectres de la figure (4.17) représentent les résultats de la spectroscopie
IRMPD pour les complexes [Al3+(Acac−)2)]+1 et [Fe3+(Acac−)2)]+1, ainsi que les
spectres obtenus par les différentes méthodes de calculs. Les données expérimentales
ont été enregistrées à plusieurs reprises pour couvrir une gamme de fréquence allant
de 700 cm−1 à 1800 cm−1. Certains spectres ont été réalisé en l’absence de laser CO2
(spectre rouge) et d’autres avec préchauffage avec le laser CO2 (spectres en magenta
et violet) pour bien favoriser les diverses intensités des bandes principales comme dans
le cas ci-dessus. Les intensités relatives sont ensuite normalisées à leur maximum pour
pouvoir les comparer. Du fait de la symétrie du système étudié, liée à la présence de
deux ligands identiques, les spectres sont plus simples que les spectres précédents.

Les deux bandes principales sont centrées autour de 1345 cm−1 - 1520 cm−1 pour le
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Figure 4.15 – Spectres IRMPD expérimentaux (rouge et magenta obtenus respectivement
avec et sans laser CO2). Les autres spectres présentés correspondent aux différentes mé-
thodes de calcul : l’approximation harmonique avec facteur d’échelle (couleurs pâles) ou
anharmonique sans facteur d’échelle (couleurs foncées) aux niveaux M06/6-31+G** (en
bleu) et B3LYP/6-31G*. Le spectre calculé au niveau PBE/TZVP dans l’approximation
harmonique avec facteur d’échelle (vert clair) est également présenté.

complexe avec l’Al autour de 1300 cm−1 - 1490 cm−1 pour celui avec le Fe. Ces bandes
sont décalées vers le rouge d’environ 30 cm−1 à 50 cm−1 par rapport aux bandes des
complexes [M3+(Acac−)2(AcacH)]+1, ce qui indique que l’interaction métal-ligand est
plus forte dans le cas présent des complexes avec seulement deux ligands bidentates.

Par ailleurs, quelle que soit la méthode de calcul employée, la plupart des spectres
théoriques reproduisent assez bien les positions de deux bandes principales des spectres
expérimentaux, la fonctionnelle B3LYP étant meilleure que la M06. Les calculs en dy-
namique moléculaire par DFT de ces complexes tétraédriques semblent les plus per-
formants, à la fois pour la forme de bande avec un seul pic (au lieu de deux observés
dans le cas des calculs en statique), et au niveau des positions (pas de décalage systé-
matique observé vers le bleu et donc aucune correction empirique nécessaire comme
c’était le cas pour les complexes avec trois ligands [M3+(Acac−)2(AcacH)]+1).

Les bandes observées à basse fréquences sur la figure (4.17), trois bandes pour le
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Figure 4.16 – Structures calculées pour [Al3+(Acac−)2)]+1 et [Fe3+(Acac−)2)]+1. Les deux
complexes possèdent une géométrie tétraédrique avec la même distance entre métal-oxygène
pour les quatre atomes d’oxygène. Cette distance vaut 1,78 Å pour Al et 1,88 Å pour Fe.

spectre avec l’aluminium et deux bandes pour celui du fer, montrent des pics de faible
intensités et qui correspondent aux spectres expérimentaux issus de l’irradiation par
un laser infrarouge accompagné par le laser CO2 qui permet de favoriser la fragmen-
tation des ions piégés. Toutes les méthodes de calcul reproduisent bien la position de
ces raies de basse fréquences avec un léger décalage vers le bleu pour les fonctionnelles
B3LYP et M06. Comme indiqué précédemment, la structure tétraédrique (figure 4.16)
de ce complexe entre le métal et deux ligands correspond à une géométrie plus rigide,
avec les mêmes distances M–O pour les quatre atomes d’oxygène (1,78 Å pour Al
et 1,88 Å pour Fe), c’est-à-dire des distances plus courtes que dans les complexes
octaédriques précédents avec 3 ligands. Ce résultat est en accord avec les décalages
vers le rouge observés sur les spectres expérimentaux.

4.4.4 Spectres IRMPD de [M3+
2 (Acac−)5)]

+1, M = Al, Fe

Nous avons également étudié des complexes bi-métalliques, premier pas vers des
coeurs métalliques plus importants. Les complexes bi-métalliques de type [M3+

2 (Acac−)5)]+1

peuvent avoir une structure octaédrique, si un ou deux ligands bidentates (Acac−)
créent un pont entre les deux centres cationiques, afin qu’ils puissent partager deux
centres anioniques. La fragmentation par CID ou par IRMPD de l’ion [M3+

2 (Acac−)5)]+1

se produit facilement. Ce processus de fragmentation donne lieu principalement aux
fragments [M3+(Acac−)2)]+1, suite à la perte du complexe M3+(Acac−)3, qui est
neutre et très stable.

La figure (4.18) représente les spectres des deux complexes [Al3+
2 (Acac−)5)]+1

et [Fe3+
2 (Acac−)5)]+1 obtenus par spectroscopie IRMPD avec deux enregistrements

complémentaires pour couvrir l’ensemble de la gamme de fréquence (basse et haute
fréquence). Les deux spectres sont assez similaires (pour les positions et les formes de
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Figure 4.17 – Spectres IRMPD expérimentaux (rouge, magenta et violet) obtenus pour les
complexes [Al 3+(Acac−)2)]+1 et [Fe3+(Acac−)2)]+1 comparés aux spectres calculés. Diffé-
rentes méthodes de calcul ont été utilisées : approximation harmonique avec facteur d’échelle
(couleurs pâles) ou calcul anharmonique sans facteur d’échelle (couleurs foncées) aux ni-
veaux M06/6-31+G** (en bleu) et B3LYP/6-31G* (en noir). Les spectres calculés au niveau
PBE/TZVP en statique dans l’approximation harmonique avec facteur d’échelle (vert clair)
et en dynamique (vert foncé) sont également présentés.

bandes) à ceux du complexe mono-métallique [M3+(Acac−)2(AcacH)]+1 (figure 4.17).
Cette similitude s’explique par le fait que les deux espèces possèdent la même symétrie
structurale. Les deux bandes principales observées dans l’expérience sont localisées
autour de 1400 cm−1 et 1560 cm−1 pour Al et entre 1380 cm−1 et 1580 cm−1 pour
Fe, i.e. les valeurs sont proches de celles trouvées pour l’ion mono-métallique, mais
avec un petit décalage vers le bleu de même quantité pour chacune des deux bandes
(+7 cm−1 pour Al et +24 cm−1 pour les deux bandes du fer).

Ceci est une indication supplémentaire que les deux complexes (mono et bi-
métalliques) partagent la même structure et le même état de spin, mais avec quelques
contraintes de structure supplémentaires dans le cas des complexes bi-métalliques, ce
qui mène à des interactions métal-ligand légèrement plus faibles et donc à des fré-
quences légèrement plus élevées pour les modes impliquant des vibrations du squelette
des ligands qui se trouvent moins affectés par leur couplage avec les ions métalliques.

De plus, les modes de plus basse fréquences (en dessous de 1100 cm−1), qui corres-
pondent principalement à des vibrations métal-ligand, sont également similaires aux
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Figure 4.18 – Spectres IRMPD expérimentaux (rouge et violet) obtenus pour les complexes
[Al 3+

2 (Acac−)5)]+1 et [Fe3+
2 (Acac−)5)]+1 comparés aux spectres calculés avec la fonction-

nelle B3LYP/6-31G* pour deux structures : en double octaèdre (configuration de plus basse
énergie) et une structure octaèdre et plane (configuration de plus haute énergie). Le facteur
d’échelle utilisé dans les calculs conserve sa valeur précédente de 0,975 et on a supposé un
couplage ferromagnétique entre les centres métalliques.

modes observés dans les complexes mono-métalliques, pour la même raison (i.e. les
deux espèces ont la même géométrie), mais avec de petits décalages vers le rouge allant
de 0 cm−1 à -20 cm−1 pour les complexes bi-métalliques pour lesquels l’interaction
métal-ligand est plus faible.

Cependant, nous avons aussi pu détecter expérimentalement une bande plus spé-
cifique de basse fréquence à 526 cm−1 (très faible) pour le complexe avec deux cations
Al et à 447 cm−1 (plus intense) pour le complexe avec deux ions de Fe. Cette bande
apparâıt également dans les calculs représentés sur les spectres de la figure (4.18)
pour la structure en double octaèdre (conformère de plus basse énergie) et elle corres-
pond à plusieurs modes de fréquences égales impliquant les ligands partagés par les
deux ions métalliques. La principale différence entre les spectres des complexes mono
et bi-métalliques vient de l’absence de la bande à haute fréquence (à 1730 cm−1)
dans le cas des complexes bi-métalliques. Cette bande correspond en effet au mode
d’élongation C=O du ligand neutre (acétylacétone).

D’autres calculs ont été effectués pour une deuxième structure d’équilibre (struc-
ture octaédrique et plane) du complexe [M3+

2 (Acac−)5)]+1, avec une énergie supé-
rieure. Il s’agit d’une structure mono-métallique octaédrique à laquelle le complexe
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monométallique [M3+(Acac−)2)]+1 de structure plane est lié par une interaction spé-
cifique entre l’ion métallique de ce complexe et l’atome C3 d’un ligand acétylacéto-
nate doublement lié au premier cation métallique. La figure (4.19) montre les deux
structures d’équilibre de [Fe3+

2 (Acac−)5)]+1 obtenues par la fonctionnelle B3LYP/6-
31G∗. Les spectres calculés pour la configuration de plus haute énergie présentent
une bande à 1690 cm−1 pour Al et à 1670 cm−1 pour Fe. Ces bandes correspondent
au mode d’élongation symétrique C=O du ligand dont l’atome C3 interagit avec un
ion métallique. Étant donnée que ces bandes ne sont pas observées dans les spectres
expérimentaux, nous pouvons considérer que ce conformère est absent des expériences.

Figure 4.19 – Deux structures d’équilibre pour le complexe [Fe3+
2 (Acac−)5)]+1 calculées au

niveau B3LYP/6-31G*, pour le conformère de plus basse énergie (à gauche : structure en
double octaèdre) et pour la configuration d’énergie plus élevée (à droite : structure octaèdre
et plane). Dans ce second conformère, il existe une interaction spécifique entre un ion fer
et un atome de carbone C3 d’un ligand anionique (ligne pointillée au centre), mais l’énergie
totale est bien supérieure à celle de la structure double octaèdre.
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4.5 Études structurales de nanoagrégats d’or protégés

par des ligands

4.5.1 Introduction

De nombreuses études sont consacrées aux nanoparticules métalliques fonction-
nalisées dues à leurs nombreuses applications en physique (résonances de plasmon
de surface), en chimie (catalyse) et en biologie (propriétés optiques ou magnétiques,
ciblage et vectorisation). Les nanoparticules d’or et d’argent sont particulièrement in-
téressantes et, pour le contrôle de leurs effets biologiques, il est très important d’avoir
une connaissance fine des propriétés structurelles et des stabilités chimiques de leurs
ligands fonctionnels. En effet, de nombreuses études sont consacrées à la caractérisa-
tion de l’interface nano-ligand, notamment par des méthodes de RMN ou de spectro-
scopie IR, mais l’interprétation des données reste difficile en raison du manque relatif
de contrôle en solution de la stœchiométrie des nanoparticules et de leur couverture
ligandaire.

Figure 4.20 – Schématisation des nanoparticules d’or fonctionnalisées destinée à la thé-
rapie des cancers [85].

Nous nous sommes intéressés, à la suite des études structurales de petits systèmes
de complexes organométalliques (voir partie 4.4 à l’étude de la structure de nano-
agrégats d’or protégés par des ligands (une dizaine d’atomes de métal et quelques
centaines d’atomes de ligands) à l’aide de la même technique de caractérisation en
phase gazeuse par spectroscopie IRMPD. Ces nano-agrégats possèdent des caracté-
ristiques intermédiaires entre celles de complexes métal-ligand simples et celles de
nanoparticules fonctionnalisées en solution dont l’intérêt est majeur pour les raisons
évoquées précédemment [152,153].

Les deux systèmes que nous avons étudiés sont constitués de dix ou onze atomes
d’or qui sont liés à des ligands triphénylphosphine ou à des glutathions.
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Figure 4.21 – Structure chimique de la triphénylphosphine et du glutathion avec ses trois
constituants.

Undecagold

Le premier nano-agrégat qu’on a étudié est commercialisé sous l’appellation 0.8
nm undecagold (Nanoprobes Inc.). Il s’agit d’un petit noyau d’or lié à des ligands
de triphénylphosphine (figure 4.26). Le ligand triphénylphosphine (TPP ou parfois
PPh3) est un composé organophosphoré de formule P(C6H5)3 (voir figure 4.21). Il
est largement utilisé dans la synthèse de composés organométalliques du fait de sa
stabilité à température ambiante et de sa capacité à se dissoudre dans des solvants
non polaires (comme le benzène). L’undecagold est schématisé sur la figure (4.22),
il possède plusieurs applications. On cite : l’étalonnage de microscope électronique à
haute résolution et le traçage des cellules et les tissus.

Figure 4.22 – Représentation commerciale de l’undecagold. La formule de l’échantillon
commercial Nanobrobes Inc. [Au11(PAr3)7Cl3].
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Or-glutathion

Le deuxième système que nous avons étudié comporte des châınes or-glutathion
enchâınés de façon covalente, avec 10 atomes d’or. Le glutathion est un pseudo-
tripeptide formé par la condensation d’acide glutamique, de cystéine et de glycine
(voir figure 4.21). Il nous a été fourni par le groupe de Philippe Dugourd (iLM, Lyon)
qui a étudié par spectroscopie UV-Vis et des calculs ces nanoagrégats [154, 155]. En
2014 une publication de Xie et al, a montré l’importance de tels nanoagrégats pert-
mettant d’augmenter le ciblage des tumeurs pour améliorer la sécurité et l’efficacité
en radiothérapie. Il observe que la présence d’une coque en glutathion permet de pré-
server les tissus sains. Ce système peut-être efficacement éliminer par les reins [156].

4.5.2 Etude structurale de nano-agrégats Au-TriPhénylPhosphine

Spectre de masse

Figure 4.23 – Spectre de masse expérimental des cations d’Or-triPhenylPhosphine (Au-
TPP) obtenu après ionisation par une source electrospray.

Le nano-agrégat d’or (0.8 nm undecagol) commercial qu’on a utilisé dans nos ex-
périences possède sous forme neutre la formule chimique suivante : [Au11(PAr3)7Cl3],
où Ar = C6H4-CO-NH-CH3. Pendant le processus d’ionisation de l’electrospray, on
s’attendait à ce que les cations [Au11(PAr3)7]3+ soient observés après l’élimination des
trois anions Cl−3 . Cependant, le pic de masse principal obtenu correspond aux com-
plexes avec un ligand TPP supplémentaire, c’est à dire 8 (PAr3) au lieu de 7. De plus,
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les complexes à sept ligands peuvent être observés (figure 4.23) comme masse princi-
pale après une dissociation induite par collision (CID) dans la cellule quadripolaire-
hexapolaire du spectromètre FT-ICR. La présence de 7 ou 8 ligands TPP autour de
nanoclusters (NC) d’or a été discutée dans le contexte des voies d’échange de ligands
pour former de plus grandes nanoparticules d’or [156].

La composition exacte des ions produits par l’ESI n’est pas facile à déterminer
lorsque les masses observées sont plus élevées que celles attendues à partir des formules
données (comme la masse de 5198.721 pour Au11(Pr3)7). La figure (4.24) montre la
distribution isotopique expérimentale et un ajustement (tracé en rouge) utilisant une
formule avec sept groupes méthyles supplémentaires (7 groupe CH3 à la place de sept
atomes H, c’est-à-dire +98 Da). Le nombre de groupes méthyles étant égal au nombre
des ligands, nous supposons que chaque méthyle est localisé sur un ligand TTP (un
radical N-éthylphénylamide remplaçant un radical N-méthylphénylamide sur les trois
ligands), c’est-à-dire PAr3CH2 au lieu de PAr3.

D’après cette comparaison entre le spectre expérimental et l’ajustement, il ap-
parâıt que les positions absolues et les intensités relatives correspondent bien à la
formule attribuée avec un groupe méthyle supplémentaire. Ceci pourrait prévenir du
fait que ces nanoclusters undecagold sont également disponibles sous forme fonc-
tionnalisée et donc avec une fonction ajoutée sur l’un des groupes phénylamide via
un lien carboné court sur l’atome d’azote. Dans la suite, tous les spectres IR cal-
culés sont donc effectués sur l’espèce supposée détectée à m/z 1766 avec la formule
[Au11(PAr3CH2)7]3.

Figure 4.24 – Spectre de masse expérimental (en noir) de la distribution de masse iso-
topique du complexe [Au11(PAr3CH2)7] et ajustement (courbe en rouge) à l’aide d’une
gaussienne de largeur à mi hauteur (FWHM = 0.09) et un décalage (shift =-0.003).
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Comparaison entre spectres FTIR et IRMPD pour les complexes d’or-triphénylphosphine
(Au-TPP)

Figure 4.25 – Comparaison entre spectres FTIR et IRMPD

La figure (4.25) montre une comparaison entre un spectre FTIR du complexe
[Au11(PAr3)7Cl3] obtenu en phase condensée avec des pastilles de KBr pour un échan-
tillon neutre, et le spectre expérimental IRMPD de l’ion [Au11(PAr3CH2)7]3+ de rap-
port masse/charge égale à 1766. Ce spectre est composé de trois runs différents (la
puissance du laser CO2 de préchauffage n’est pas la même pour tous les runs) afin de
sonder toute la plage de fréquence entre 400 et 1800 cm−1. Ceci, ajouté au fait que
les puissances du FEL n’étaient pas les mêmes pour ces différents runs, fait que les
intensités relatives des bandes peuvent ne pas refléter exactement les taux d’absorp-
tion IR. Dans l’analyse de ces spectres, on s’intéressera donc plutôt à la position des
bandes.

Les deux spectres présentent plusieurs caractéristiques communes mais aussi quelques
différences. Premièrement la bande principale du spectre FTIR à 1640 cm−1 est at-
tribuée à une bande caractéristique d’élongation C=O dite bande Amide I. Elle est
décalée vers le bleu dans le spectre IRMPD. La deuxième similitude existant entre
les spectres est la bande situé à 1555 cm−1, et qui correspond au groupement Amide
II. Elle apparâıt en double pics dans le spectre IRMPD.

La bande entre 1300 et 1450 cm−1 est également visible dans le spectre IRMPD
mais sous forme de plusieurs pics dont la valeur maximale se trouve entre 1290-
1310 cm−1. De plus, on observe sur le spectre FTIR une bande située entre 1000 et
1200 cm−1. Bien que cette dernière arrive dans une zone où les spectres IRMPD sont
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fluctuants (chevauchement de deux runs), elle est visible mais avec une faible intensité.
L’ensemble des deux bandes sélectionnées en gris sur la figure (4.25) correspond à
ce qu’on appelle le groupe Amide III. Elles sont connues pour leur sensibilité aux
changements de conformations moléculaires, et donc peuvent apparâıtre différemment
à l’état solide et dans les cations isolés en phase gazeuse.

Les trois bandes observées sur le spectre IRMPD à 560, 720 et 855 cm−1 sont
difficilement visibles sur le spectre FTIR. Ces pics sont accompagnées d’un fond large
dans la gamme de 400 à 900 cm−1 qui peut être lié aux modes vibrationnels impliquant
des combinaisons entre les mouvements de l’amide et le TPP (interactions à l’intérieur
du nano-agrégat qui sont moins sensibles aux interactions externes).

Figure 4.26 – Structure de l’undecagold [Au11(PAr3)7Cl3] calculée.

Comparaison aux spectres simulés

Les spectres IRMPD de l’ion [Au11(PAr3CH2)7]3+ (où Ar= C6H4-CO-NH-CH3)
ainsi que les spectres calculés aux niveau M06/LanL2DZ et B3LYP/6-31G* sont
représentés sur la figure (4.27). Tous les spectres sont normalisés afin de pouvoir
comparer les bandes de différents calculs.

Dans la zone des bandes amine (1200 - 1650 cm−1) discutée dans la partie précé-
dente, les deux premières bandes sont bien reproduites par les calculs B3LYP (accord
en position) alors que les calculs en M06L donnent pour la première bande une posi-
tion décalée vers le rouge. Ceci indique que cette méthode ne permet pas de reproduire
correctement la bande amine I. La bande à 1310 cm−1 est également visible dans les
deux calculs, mais ils présentent également une bande intense à 1380 - 1410 cm−1 qui
est décalée vers le bleu dans le spectre expérimental.

Dans la zone intermédiaire, les spectres calculés présentent trois pics situés à
1000, 1090 et 1150 cm−1. En revanche, le spectre expérimental dans cette gamme de
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fréquence est moins clair, ce qui rend difficile l’attribution des modes de vibration.
Pour la partie du spectre de plus basse énergie, on repère trois bandes sur le spectre
IRMPD qui sont reproduites par les calculs avec une meilleure concordance en M06L.
Cependant, on remarque aussi dans les calculs une bande supplémentaire (600-620
cm−1) qui correspond principalement à une flexion hors plan des liaisons N-H. Ce
mode de déformation hors plan n’apparâıt pas dans le spectre IRMPD (absence de
bande à droite de 560 cm−1). On note que les trois modes de basse énergies (560,
720 et 855 cm−1), présents également dans les deux calculs, correspondent au même
mode de flexion hors plan des liaisons N-H. Ce mode est couplé à différents autres
modes de déformation hors plan impliquant les hydrogènes du groupe phényle. De
plus, on note que l’élargissement des bandes dans les calculs résulte du chevauchement
de nombreux autres modes dans cette gamme. Ce résultat est en accord de manière
qualitative avec le spectre FTIR (figure 4.25).

Les structures d’équilibres du cation triplement chargé sont présentées sur la figure
(4.27). Elles sont calculées à partir de la structure cristalline expérimentale du même
système de nanoagrégats mais avec des ligands triphenylphosphine non méthylés, tel
que cela a été rapporté précédemment [157]. Avec la méthode M06L, la distribu-
tion spatiale des 11 atomes d’or au sein du nano-agrégat correspond à une structure
d’équilibre compacte et peu déformée par rapport à la structure de la phase condensée
de départ. Ceci se traduit par un atome d’or central entouré par 10 autres atomes
d’or, avec des distances variant entre 2.705–2.805 Å. Ces distances sont légèrement
supérieures aux distances de la phase cristalline, qui sont de 2,71 Å pour les atomes
d’or également liés au chlorure et de 2,61 Å pour ceux liés au triphénylphosphine.

La deuxième méthode de calcul (B3LYP) conduit à une structure moins compacte
pour le noyau d’or, ce dernier se répartissant dans un plan plutôt que d’adopter une
distribution sphérique (figure (4.27)), avec quelques ruptures de liaison Au-Au qui
conduisent à cette géométrie étalée. La distance maximale entre les deux atomes d’or
les plus éloignés est de 8 Å. Les ligands sont aussi plus étalés dans cette deuxième
structure. Dans ces deux structures, il y a de nombreuses liaisons hydrogènes et de
nombreuses interactions électrostatiques et de van der Waals entre les 7 ligands,
spécialement ceux impliquant les groupes amides, mais les distances Au-P sont à peu
près les mêmes, à savoir 2.45 ± 0.025 Å (contre 2.28 Å dans le cristal).

La distribution des charges partielles pour les atomes d’or dans le nanoagrégat ne
semble pas être très différente selon la méthode utilisée. Dans le cas de la structure
obtenue avec M06L, l’atome d’or central est chargé négativement avec une valeur de
-1.82 tandis que les autres atomes d’or qui lui sont liés portent une charge légèrement
positive qui varie entre +0.06 et +0.23. Dans les calculs en B3LYP (structure sans
noyau d’or central), les charges partielles varient entre 0.7 et +0.17. Enfin dans les
deux cas, la charge totale portée par le coeur d’or dans le nano-agrégat est légèrement
négative, i.e. -0.51 en M06L et -0.11 pour les calculs B3LYP. L’ensemble des atomes
de phosphore porte une charge proche de +1 (+0.94 ± 0.03 pour M06L et +1.03
± 0.02 pour les calculs en B3LYP), de sorte que la charge totale de +3 du cation
provient principalement des sept ligands.
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Figure 4.27 – Spectres IRMPD expérimentaux (rouge et magenta) obtenus pour les ions un-
decagold avec 7 ligands en comparaison avec les spectres calculés aux niveau M06L/LanL2DZ
(en bleu) et B3LYP/6-31G* (en noir). À droite : deux structures d’équilibre sont calculées
en M06L/LanL2DZ (en haut) avec un coeur d’or préservé par rapport à la structure cris-
talline et en B3LYP/6-31G* (en bas), avec un coeur d’or moins compact.

Spectre IRMPD du cation monochargé [Au(TPP)+
2 ]

La figure (4.28) représente une comparaison entre les spectres calculés au niveau
M06/6-31+G** et B3LYP/6-31G** d’une part et les spectres expérimentaux IRMPD
obtenu pour le cation monochargé (m/z = 721) à CLIO et à FELIX. Ce cation contient
un atome d’or lié à deux ligands de triphénylphosphine Au(TPP)+

2 , et sa structure
d’équilibre est représentée à droite des spectres.

Ce système, de plus petite taille, est plus simple à étudier par rapport au cation
triplement chargé discuté précédemment. Les deux calculs reproduisent très bien les
spectres expérimentaux (en particuliers pour les positions des bandes) qui ont été
réalisés sur deux instruments différents et qui sont également en accord entre eux.
Les positions expérimentales et calculées de toutes les bandes ne diffèrent au maxi-
mum que d’une quinzaine de cm−1, avec un accord souvent meilleur, en particulier
pour les calculs en B3LYP. Pour ceux-ci, l’écart le plus important concerne le mode
1120 cm−1 qui correspond au mode d’élongation (P-C) couplé au mode de déforma-
tion (C-H) dans le plan du cycle phényle. Cette bande est calculée trop décalée vers le
rouge d’environ 15 cm−1). Ce décalage a déjà été observé dans plusieurs comparaisons
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précédentes impliquant des modes d’élongation avec des atomes de phosphore pour
lesquels les facteurs d’échelle habituels conduisent souvent à des fréquences calculées
trop basses [158,159].

Figure 4.28 – Spectres IRMPD expérimentaux mesurés à CLIO (spectre orange) et à FE-
LIX (spectres rouge et magenta) pour le cation monochargé Au(TPP)+

2 à m/z 721, en com-
paraison avec les spectres calculés aux niveau M06/6-31+G** (spectre bleu) et B3LYP/6-
31G** (spectre noir). À droite : la structure d’équilibre obtenue par B3LYP/ 6-31G*

On note bien sûr l’absence des bandes amides qui étaient présentes dans le nano-
agrégat de l’ion [Au11(PAr3CH2)7]3+. Dans la zone de basse énergie, les calculs sont en
très bon accord avec l’expérience, notamment pour les positions calculées en B3LYP,
mais leurs intensités semblent sous-éstimées. C’est le cas par exemple pour la bande
à 500 cm−1, attribuée au mode de vibration antisymétrique (P-Au-P) ou bien aussi
pour le mode mesuré à 700 cm−1 et qui correspond aux vibrations internes du phényle
et du phényle-phosphore. Ce résultat prouve que la méthode de calcul actuelle avec
un facteur d’échelle unique de 0,975 en B3LYP ou en M06 est capable de reproduire
la structure de ce système relativement petit par rapport au NC. La distance Au-P
est de 2.39 Å, très proche de celle dans le NC avec 2.45 Å.

Enfin, la charge partielle de l’unique atome d’or de l’ion Au(TPP)+
2 vaut +0.2.

Or, les deux atomes de phosphores sont aussi positifs mais avec une charge proche de
+1 chacun. Ce qui fait que chaque groupe phényle porte la charge partielle négative
de -0.2 pour donner un cation de charge totale +1.

4.5.3 Complexe or-glutathion (Au-GS)

Dans ce qui suit, je présente le second nano-agrégat étudié par spectroscopie
IRMPD. Il s’agit du complexe or-glutathion (Au-GS). Le premier complexe étudié
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est formé d’une succession de 10 atomes d’or liés à un atome de soufre du glutathion
par des liaisons covalentes et formant des structures cycliques.

Figure 4.29 – Comparaison des spectres expérimentaux : spectres FTIR (vert clair et vert
foncé) et spectres IRMPD (rouge et magenta) pour l’anion [(AuSG)10 -4H]4− à m/z 1257,
ainsi que les spectres calculés pour deux structures d’équilibre en couronne (en bleu) et
en caténane (en noir) via deux calculs en M06L/LanL2DZ (traits pointillés) et B3LYP/6-
31G** (traits pleins).

La figure (4.29) regroupe les spectres IR de l’anion [(AuSG)10-4H+]4− à m/z 1257
et qui sont obtenus expérimentalement ou par des calculs. Le premier spectre est
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mesuré en phase condensée par la technique FTIR en utilisant une matrice solide de
KBr (ce type de matrice solide possède une transmission maximale dans la gamme
de fréquence IR). Ensuite, les spectres IRMPD ont réalisées avec le laser à électrons
libres de CLIO. Ces deux spectres expérimentaux sont comparés avec les calculs de
chimie quantique réalisés en M06/LanL2DZ et en B3LYP/6-31G*.

En comparaison avec le nano-agrégat (Au-TPP), les spectres FTIR et IRMPD
sont assez différents. En effet, la bande amide du spectre FTIR/KBr du complexe
(Au-SG) est formée de trois bandes : une double bande (1600 - 1640 cm−1), une
deuxième bande situé vers 1525 cm−1 et la troisième est à 1400 cm−1. On retrouve
sur le spectre IRMPD les trois bandes amides. Or la bande amide I (entre 1725 -
1765 cm−1) est décalée de plus de 100 cm−1 par rapport à sa position sur le spectre
FTIR. La position de l’amide II vers 1480 - 1590 cm−1 correspond à celle observée en
FTIR, et enfin l’amide III qui est mesurée entre 1315 – 1405 cm−1 est donc décalée vers
le rouge (décalage d’environ 40 cm−1) par rapport au spectre de la phase solide mais
également avec une largeur plus grande. De plus, une bande supplémentaire intense
apparâıt sur le spectre IRPMD autour de 1115 - 1205 cm−1, alors que le spectre du
complexe neutre dans cette région ne montre pas d’absorption (spectre plat). Pour
les fréquences inférieures à 1000 cm−1, les deux spectres ne sont pas très similaires.
L’allure du spectre FTIR/KBr est quasiment la même que celle obtenue en faisant
un spectre FTIR à l’aide d’une autre matrice (ZnSe) par le biais de la technique ATR
(Attenuated Total Reflectance). Ceci montre clairement que la structure adoptée en
IRMPD (phase gazeuse) est différente de la structure observée en phase condensée.
La bande amide I, fortement décalée vers le bleu dans le spectre IRMPD de la phase
gazeuse, indique clairement qu’il y a beaucoup plus de groupements amides libres
dans l’anion déprotoné isolé que dans la phase solide.

Les spectres calculés ont été réalisés par DFT en statique avec une analyse fré-
quentielle dans l’approximation harmonique avec la fonctionnelle B3LYP et la base
6-31G* ou avec la fonctionnelle M06L et la base LanL2DZ, et avec le même fac-
teur d’échelle (0.975) dans les deux cas. Les calculs ont été optimisés pour les deux
isomères qui sont représentés sur la figure (4.30). Ces deux structures sont la struc-
ture couronne ou la structure caténane qui ont été déjà calculées pour des systèmes
similaires [154,160].

Comme on peut voir dans cette comparaison entre calculs, la fonctionnelle B3LYP
(spectres en trait plein) reproduit mieux les spectres expérimentaux que la fonction-
nelle en M06L (en pointillé). Cette dernière ne permet pas de reproduire correctement
la bande amide I (1665 cm−1 au lieu de 1745 cm−1), ni la bande expérimentale à 1115
- 1205 cm−1.

Malgré le fait que les différences entre les spectres calculés correspondant aux
deux structures considérées ne sont pas si grandes et parfois inférieures à celles des
données expérimentales, nous avons tendance à favoriser la géométrie couronne par
rapport à celle du caténane pour les raisons suivante : (i) la bande expérimentale
spécifique à 1115 - 1205 cm−1 apparâıt uniquement dans le spectre calculé B3LYP
de l’isomère couronne à la bonne fréquence mais avec une intensité plus faible ; (ii)
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la bande expérimentale de l’amide II (1480 - 1590 cm−1) est bien mieux reproduite
en intensité dans le spectre B3LYP de la couronne. Cette affectation provisoire est
cependant en contradiction avec la grande différence d’énergie libre de +230 kJ/mol
calculée entre les deux structures de l’anion, en faveur de la structure caténane, et
aussi en contradiction avec les conclusions des études précédemment menées dans le
domaine X et UV sur ces mêmes espèces [154].

Figure 4.30 – Structures d’équilibre en couronne (gauche) et en caténane (droite) des ions
isolés [(AuSG)10 -4H]4− obtenus par les calculs au niveau B3LYP/6-31G*. Dans les deux
cas, les liaisons Au-S forment une châıne cyclique unique (couronne) ou double (caténane)
sur laquelle les dix ligands glutathion sont liés par leur atome de soufre, quatre d’entre eux
étant déprotonés de leur côté carboxyle.

Structures et charges partielles de l’anion [(AuSG)10 -4H]4−

Il est à noter que, contrairement aux études précédentes [154,160], nous avons ici
pris en compte tous les atomes des ligands du glutathion et donc toutes les inter-
actions entre eux. Cependant, ce système total est trop grand (presque 400 atomes)
pour effectuer une recherche conformationelle des structures des ligands. Nous pré-
sentons donc ici les structures d’équilibre que nous avons obtenues à partir d’une
seule optimisation géométrique spécifique pour chaque isomère.

Dans les deux structures, toutes les distances Au-S sont similaires mais elles sont
légèrement plus faibles et moins dispersées dans l’isomère couronne, c’est-à-dire entre
2.38 et 2.40 Å, par rapport à l’isomère caténane, où elles se situent entre 2.37 et
2.47 Å. Cette différence est probablement due au fait qu’il y a moins de contraintes
sur la châıne Au-S dans l’isomère couronne qui est moins compact par rapport à la
géométrie caténane.

On peut faire la même remarque sur les charges partielles de ces deux structures,
qui sont beaucoup plus homogènes dans l’isomère en géométrie couronne, c’est-à-dire
+0.25/+0.29 pour l’Au et -0.23/ -0.31 pour les atomes de S, par rapport à l’isomère
caténane, avec 0.02/+0.29 pour l’Au et -0.15/ -0.25 pour les atomes de S. Ainsi, la
charge totale détenue par les dix liaisons de la châıne Au-S est presque nulle (+0.06)
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pour l’isomère couronne et légèrement négative -0.3 pour la structure caténane, de
sorte que la charge globale (-4) de l’anion provient principalement des quatre ligands
glutathion déprotonés dans les deux cas.

Anion [AuSG-H+]−

Figure 4.31 – Comparaison entre le spectre IRMPD expérimental (rouge et magenta)
et les spectres harmoniques théoriques calculés au niveau B3LYP/6-31G* avec un facteur
d’échelle, pour les trois conformères de basse énergie des ions [AuSG-H+]−1. À droite sont
représentées (de bas en haut) les structures des conformères C14, C8 et C19.

La figure (4.31) représente le spectre IRMPD et les calculs effectués pour l’anion
monochargé à m/z 502. Cet ion positif est composé d’un seul atome d’or lié à un
unique ligand glutathion déprotoné [AuSG-H+]−1. Le spectre expérimental est consti-
tué de bandes assez larges. Ces modes vibrationnels peu résolus sont dus au fait que
l’ion résulte principalement du processus de CID (dissociation induite par collision)
dans la source. De plus, même pour cet ion simple, il y a de nombreuses confor-
mations d’équilibre possibles suivant la structure du ligand tripeptide qui est très
flexible. Nous avons dans un premier temps, réalisé une recherche conformationnelle,
avec la méthode de champ de force PM6 [117] : nous avons fait varier l’ensemble
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des angles dièdres, puis nous avons regroupé tous les conformères en fonction de leur
énergie et de leur structure. À partir d’une sélection d’une vingtaine de familles de
basse énergie, on utilise ensuite la DFT pour effectuer des optimisations, puis on fait
les calculs de fréquences dans l’approximation harmonique avec un facteur d’échelle.

Les structures des trois conformères de plus basses énergie (C14 avec ∆G = 0
kJ.mol−1, C8 avec ∆G = +4,4 kJ.mol−1 et C19 avec ∆G = +31 kJ.mol−1), sont
montrées sur la figure (4.31) ainsi que les calculs effectués au niveau B3LYP/6-31G*.
Les spectres simulés ont été convolués par un profil lorentzien de largeur 20 cm−1, afin
de prendre en compte l’élargissement du à la température élevée de ces ions chauds.

Les calculs en B3LYP concordent bien avec le spectre IRMPD, avec quelques di-
vergences cependant. Les niveaux des bandes calculées à 1805 cm−1, 1730 cm−1 et
1620 - 1650 cm−1 sont attribuées respectivement aux modes d’élongation du carboxyle
(-COOH), des deux groupes amides et du groupe carboxylate C=O. Ce dernier n’ap-
parâıt pas dans le spectre expérimental. Ensuite, sur ce même spectre, on attribue la
bande calculée à 1515 cm−1 au mode de pliage dans le plan de la liaison N-H et la
bande située entre 1250 - 1380 cm−1 au mode de pliage O-H dans le plan. Ces deux
modes reproduisent assez bien les bandes expérimentales spécialement pour les deux
isomères C14 et C8.

La dernière bande expérimentale très large entre 810 cm−1 et 930 cm−1, est éga-
lement en meilleur accord avec le spectre calculé pour l’isomère C8. Elle correspond
aux modes d’agitation OH et NH2. Puisque les isomères C8 et C14 sont calculés à
des énergies libres similaires (à 4 kJ/mol près), il est probable qu’ils contribuent tous
deux au spectre expérimental, tandis que l’isomère C19 (et ceux à plus haute énergie)
contribuent probablement peu au spectre expérimental.

La distance Au-S est calculée à 2.33Å, c’est-à-dire légèrement plus courte que la
distance trouvé dans l’anion [(AuSG)10-4H+]4−. Il existe également une forte interac-
tion entre l’atome d’or et l’un des deux atomes d’oxygène du groupe carboxylate avec
des distances Au-O− qui varient entre 2.16-2.17 Å dans les isomères C8 et C14 et qui
vaut 2.145 Å dans le cas de l’isomère C19. L’autre oxygène carboxylate est impliqué
soit dans une liaison hydrogène N-H...O (1.88 Å en C14 et 1.99 Å en C8) et/ou dans
une liaison hydrogène O-H...O (1.755 Å en C8 et 1.78 Å en C19). Pour l’unique atome
d’or, la charge NPA (Natural Population Analysis) est proche de +0.2 pour les deux
isomères, c’est-à-dire proche de la charge des atomes d’or dans l’isomère couronne
précédent, tandis que l’atome de soufre détient toujours une charge partielle proche
de -0.3, légèrement plus négative que dans le nano-agrégat, et la charge totale de -1
est à nouveau principalement détenue par le groupe carboxylate déprotoné du ligand
(-0.65).

4.6 conclusion

Dans ce qui précède nous avons montré que les expériences de spectroscopie
IRMPD sont faisables sur de grands systèmes tels que les nanoagrégats métalliques
ligandés (onze ou dix atomes d’or et sept à dix ligands). Ces expériences peuvent ap-
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porter des informations structurales principalement sur les conformations des ligands
à partir des signatures spectrales des modes vibrationnels dans la gamme entre 500 et
1800 cm−1. Les résultats exploités en IRMPD sont en accord avec les spectres FTIR
des échantillons solides (espèces neutres) dans la même plage de fréquence. Toutefois,
la spectroscopie en phase gazeuse apporte potentiellement plus d’informations sur
les espèces isolées et sélectionnées en masse, en particulier sur les configurations des
ligands dans la région des empreintes digitales. Les expériences récemment effectuées
dans la gamme de nombre d’onde entre 400-500 cm−1 sont en bon accord avec les
calculs. Nous menons des expériences complémentaires pour tester si des spectres à
plus basse fréquence (200-500 cm−1) pourraient être obtenus et présenteraient des
signatures qui seraient plus caractéristiques des interactions métal-ligand et métal-
métal.

Nous avons également montré que les calculs en DFT avec deux fonctionnelles
(B3LYP, M06L) avec des bases plutôt petites (6-31G* et LanL2DZ) permettent une
simulation convenable des spectres expérimentaux. Ces systèmes d’études sont consti-
tués de plusieurs centaines d’atomes (environ 400 atomes) et se trouvent à la limite
de faisabilité pour des simulations de spectres IR avec des méthodes de chimie quan-
tique. Dans ce travail, nous utilisons les calculs en DFT et des calculs de fréquence
harmonique avec facteur d’échelle. Les calculs de fréquence ont dû être effectués par la
méthode numérique (du fait de la trop grande quantité de mémoire nécessaire pour la
methode semi-analytique habituelle du logiciel Gaussain) et durent au moins 3 mois
en utilisant au moins dix processeurs sur un seul nœud.

Les calculs B3LYP/6-31G* conduisent à des spectres simulés qui sont en bonne
concordance avec les données expérimentales. Cependant, les écarts typiques entre
expériences et calculs sont de l’ordre de une à quelques dizaines de cm−1, c’est-à-dire
du même ordre que les différences spectrales entre les isomères possibles. Cela veut
dire que l’attribution d’un spectre à un isomère spécifique reste hypothétique. En ce
qui concerne les calculs en M06L/LanL2DZ, nous avons confirmé que cette méthode
ne permet pas de décrire le spectre IR correctement pour la région des élongations
C=O et pour la région des amides entre 1400 et 1800 cm−1. D’ailleurs, cette conclusion
est en accord avec des études théoriques sur des espèces similaires [161,162].

D’autres travaux expérimentaux et théoriques seraient nécessaires afin de vérifier
les conclusions provisoires ci-dessus et de progresser vers une meilleure description
des propriétés physico-chimiques de véritables nanoparticules métal-ligand. Des don-
nées expérimentales plus précises, notamment sur des ions refroidis et à des nombres
d’onde plus faibles (inférieurs à 500 cm−1), avec une résolution plus élevée, devraient
permettre de mieux comprendre la structure métallique et les interactions métal-
ligand.
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Chapitre 5

Étude de complexes d’inclusion entre
macromolécules et principes actifs en
phase gazeuse

Dans ce chapitre, nous allons voir les études structurales qu’on a réalisées sur des
complexes d’inclusion entre des macromolécules comme la β-cyclodextrine et des prin-
cipes actifs (paracétamol ou acide salicylique). Les tailles de ces complexes sont assez
comparables à celles qu’on a étudiées dans le chapitre précédent en IRMPD (com-
plexes organo-métalliques et nanoagrégats d’or). Nous présenterons dans un premier
temps la technique de spectrométrie de mobilité ionique et le dispositif de l’ILM (Ins-
titut Lumière Matière) sur lequel nous avons étudié nos systèmes. Les résultats de
ces recherches structurales sont ensuite comparés avec des calculs de fréquence au
niveau B3LYP/6-31+G(d,p) permettant de simuler les spectres IR, ainsi qu’avec les
spectres expérimentaux obtenus par IRMPD réalisée à CLIO et à FELIX.

Ces complexes sont étudiés dans le cadre de la recherche de traces de médicaments
(paracétamol et acide salicylique) dans l’eau potable. Leur détection est alors un
enjeu de santé publique qui motive le choix de ce système. La relation de type hôte-
guest permet de modifier les caractéristiques physiques, chimiques ou biologiques de la
molécule invitée. Une de ces applications consiste à fonctionnaliser des nanoparticules
d’argent avec de la β-cyclodextrine afin de développer un capteur SERS (Surface-
Enhanced Raman Scattering) qui pourrait être envisagé pour la détection de traces
de ces petits médicaments [163,164].

Notre objectif est de sonder en phase gazeuse la position relative des sous-unités
liées de manière non covalente dans deux systèmes : les complexes entre l’acide salicy-
lique et la β-cyclodextrine et les complexes entre le paracétamol et la β-cyclodextrine.
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5.1 Spectrométrie de mobilité ionique

5.1.1 Approche historique et théorie de la mobilité ionique

La technique de spectrométrie de mobilité ionique (IMS) utilisée actuellement dans
plusieurs domaines est le fruit de nombreuses recherches théoriques et expérimentales.
Parmi les premières recherches, on peut citer celles de Langevin, qui a mené des
travaux sur l’ionisation des gaz et sur la théorie cinétique [165,166]. Il a défini l’aspect
collisionnel de la mobilité, et le rôle des forces attractives sur la section efficace de
collision. Langevin a ainsi développé une première description des interactions ion-
molécule et a décrit l’influence de ces interactions sur la mobilité.

D’autres travaux sur la diffusion de cations dans l’azote ont été faits par Mitchell et
Ridler [167] dans le but d’étudier l’influence de la pression et du champ électrique sur
la mobilité ionique. Ensuite, il faut mentionner les nombreuses innovations techniques
(optiques ioniques, technique de vide, détection...) qui ont joué un rôle crucial dans
le développement de la physique expérimentale à ce sujet.

Les études théoriques de Mason et McDaniel sur le processus de diffusion des
ions en phase gazeuse sous l’action d’un champ électrique [168–170] ont permis le
développement des premiers instruments de mobilité ionique qui sont à la base des
appareils utilisés actuellement. Cette technique est un outil analytique de haute réso-
lution qui permet l’étude des structures de molécules ou des complexes d’intérêt biolo-
gique [171,172], notamment par la résolution d’isomères conformationelles [173,174],
l’étude de complexes protéiques [175] ainsi que le repliement de protéines. Un des
résultats marquant de la puissance de cette technique est obtenu en 1995 par l’équipe
de D. Clemmer qui a permis de distinguer la structure secondaire du cytochrome
C [176].

Lorsqu’un ion gazeux soumis à un champ électrique constant, traverse un tube de
longueur finie et rempli par un gaz rare à quelques millibars de pression, il accélère
jusqu’à ce qu’il entre en collision avec une molécule neutre du gaz. Cette collision se
répète après un temps caractéristique (temps de libre parcours moyen). La séquence
d’accélération et de collision se réalise à une vitesse moyenne constante (approxima-
tion des ions en régime de diffusion) le long du tube. La mesure du rapport de la
vitesse des ions à l’amplitude du champ électrique appliqué est appelée la mobilité
ionique.

Le temps de diffusion est relié à la section efficace de collision et donc indirecte-
ment à la structure de l’ion. Par exemple, si on compare le temps de diffusion pour
deux conformations d’un même ion, il est évident qu’une conformation étendue dans
l’espace et qui possède une section efficace de collision plus élevée qu’une autre confor-
mation repliée, doit subir une force de friction plus importante. Par conséquent, une
mesure de mobilité ionique consiste à déterminer ce temps de diffusion mis par l’ion
pour traverser le tube. On obtient un temps plus grand pour la structure dépliée (voir
figure 5.1).
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Figure 5.1 – Principe de la mesure de la mobilité ionique. Le temps de diffusion dépend
de la section efficace de collision. Le pic arrivant à t1 est celui de la conformation la plus
compacte (en bas à gauche) , le deuxième pic à t2 correspond à la conformation étendue
(en bas à droite).

Théorie de mobilité ionique

En première approximation, le régime de mobilité est un régime de diffusion qui
permet de décrire les collisions subies par les ions par des collisions élastiques. Dans
cette approximation, on s’intéresse uniquement à l’interaction ion-gaz puisqu’on né-
glige les répulsions électrostatiques entre les ions et les autres collisions à plus de deux
corps. Ainsi, le temps de dérive (td) d’un ion à travers le tube de mobilité ionique
de longueur l, ne dépend que du nombre de collision avec le gaz tampon, du champ
électrique, de la température et de la pression. La vitesse moyenne de mobilité des
ions (vm) dans le tube est proportionnelle à l’intensité du champ électrique (E), et se
définit comme suit :

vm = kE (5.1)

La constante (k) s’appelle «coefficient de mobilité». Elle dépend de la tempéra-
ture, de la pression et de la nature du gaz tampon. Le temps de dérive est inversement
proportionnel à k. Il s’exprime par :

td = l

kE
(5.2)

La détermination du coefficient de mobilité ionique k se fait par une mesure précise
du temps de dérive td dans une expérience de spectrométrie par mobilité ionique. De
plus, cette constante k permet de remonter à la structure de l’ion par le biais de
l’information sur la section efficace de diffusion Ω, car ces deux grandeurs sont reliées
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par la relation (5.3). Ainsi, par comparaison entre cette section efficace expérimentale
et une section efficace calculée sur des géométries d’essai déterminées au préalable
par un calcul moléculaire, on remonte à la géométrie de l’ion.

Par ailleurs, pour obtenir une valeur exacte du temps de dérive td dans une mesure
expérimentale, il faut éliminer le temps qui s’écoule entre l’injection des ions dans le
tube et le moment où ils atteignent le détecteur du spectromètre de masse. Ainsi,
on réalise plusieurs mesures de td en modifiant les valeurs du champ électrique afin
de tracer la droite (l/E = k td). Ce calibrage permet donc d’annuler le temps mort
correspondant au temps de parcours des ions entre la sortie du tube et la détection,
pour en déduire la valeur de la constante de mobilité k qui n’est autre que la pente
de cette droite.

Une explication détaillée sur la relation entre la mobilité ionique et la section effi-
cace de collision se trouve dans la référence [177]. En se plaçant dans l’approximation
où la masse de l’ion étudié est très supérieure à la masse du gaz tampon, on peut
écrire l’expression qui relie la constante de mobilité k à la section efficace de diffusion
(Ω) :

k =
√

18π
16 ( 1

m
+ 1
mG

)1/2 qe√
KBT ΩN

(5.3)

avec m : la masse de l’ion
mG : masse d’une molécule de gaz tampon
q : la charge de l’ion
e : la charge élementaire
kB : la constante de Boltzman
T : la température effective
N : la densité du gaz
Ω : la section efficace de diffusion

La température effective utilisée dans l’équation (5.3) est donnée par :

T = TG + mGv
2
m

3kB
(5.4)

TG est la température du gaz tampon dans le tube, mesurée dans l’expérience (ces
expressions viennent de la théorie de Viehland et Mason).

Le domaine de validité du régime de diffusion est le régime de faible champ élec-
trique pour lequel l’énergie emmagasinée par un ion due au champ électrique entre
deux collisions est négligeable devant son énergie thermique. Ainsi, dans ce domaine
la vitesse est directement proportionnelle au champ électrique (relation 5.1), avec k la
constante de mobilité ionique indépendant du champ E. En revanche, dans le régime
de haut champ électrique, la mobilité k n’est plus une constante, mais une fonction
de ce champ E. La vitesse moyenne de mobilité s’écrira comme :
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vm = k(E)E (5.5)

Différents types d’analyseurs de mobilité ionique

Il existe une grande variété d’analyseurs en mobilité ionique qui reposent tous sur
le même principe physique de séparation des ions selon leur mobilité dans un gaz.
Ces différents analyseurs sont classifiés en trois grandes familles : selon la sépara-
tion induite par une dispersion temporelle, spatiale ou par le piégeage et l’isolation
sélective.

Le premier analyseur de séparation temporelle est le tube de dérive, qui utilise un
champ électrique homogène et continu. Nous avons effectué nos mesures de mobilité
ionique avec ce dispositif (voir 5.1.2). On cite également les autres types d’analyseurs,
comme les tubes utilisant un champ asymétrique DIMS (Differential Ion Mobility
Spectrometry), FAIMS (Field-Asymmetric Waveform Ion Mobility Spectrometry),
et aussi la spectrométrie de mobilité ionique à champ électrique oscillant TWIMS
(Traveling Wave Ion Mobility Spectrometry).

Figure 5.2 – Principe de la technique FAIMS.

Dans l’analyseur FAIMS, les ions entrâınés par un flux de gaz traversent une ré-
gion entre deux électrodes planaires (voir figure 5.2). L’une est reliée à la masse et sur
l’autre est appliqué un champ oscillant asymétrique (radiofréquence RF) et une ten-
sion continue de compensation. Les ions sont donc alternativement attirés par l’une
ou l’autre des électrodes (selon l’intensité du champ). Ils possèdent alors une trajec-
toire oscillante dans la direction transverse et leurs vitesses dépendent directement du
champ appliqué. Selon l’intensité de ce champ RF appliqué et la tension continue, les
ions peuvent ou pas atteindre le détecteur. Ce type d’analyseur fonctionne à pression
atmosphérique et permet de mesurer des ions en modes positifs et négatifs, mais ne
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permet pas de mesurer des sections efficaces de collision, en raison de l’absence de
relation de proportionnalité entre la vitesse de l’ion et sa section efficace de collision
dans le gaz tampon.

5.1.2 Dispositif expérimental à l’ILM

Figure 5.3 – Dispositif expérimental de l’expérience de mobilité ionique [178].

Pendant ma thèse, j’ai participé à des expériences de spectrométrie de mobilité
ionique IMS (Ion Mobility Spectrometry) qui sont réalisées à l’institut Lumière Ma-
tière (ILM) dans le groupe de Ph. Dugourd. Ces travaux ont été financés par le GDR
EMIE (Edifices Moléculaires Isolés et Environnés) dans le cadre d’une collaboration
avec l’équipe SpectroBio.

Le dispositif expérimental permettant de réaliser des mesures de mobilité ionique
est schématisé sur la figure (5.3). La source d’ionisation utilisée pour produire les ions
est une source électrospray (voir partie 1.3.2). Cette source est placée en amont du
tube de mobilité, dans une zone de pression de 10 Torr et à la température de 150°C.
Les ions (positifs ou négatifs) créés par l’ESI sont injectés dans le tube avec un débit
de l’ordre de 100 µL/h. Ils sont ensuite transmis par un premier funnel dans le tube
de mobilité soumis à un champ électrique homogène et rempli d’un gaz tampon à la
pression de 10 Torr et à la température de 300 K. Une analyse par spectrométrie de
masse à temps de vol se réalise sous vide (5.10−7 mbar) à la sortie du tube de mobilité.
L’ensemble contient les parties suivantes : deux funnels permettant de collimater effi-
cacement les ions pour optimiser la transmission (améliorer le rapport signal à bruit).
Un hexapôle conduisant le faisceau dans un quadripôle qui joue le rôle d’un filtre de
masse. Une cellule de collision et un réflectron qui permet d’augmenter la résolution
en masse par la compensation de l’élargissement des pics dû à la distribution initiale
d’énergie cinétique. Ce dispositif permet d’obtenir une résolution maximale de 15000.
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5.1.3 Calcul des sections efficaces de collision

L’intérêt des calculs des sections efficaces de collision (CCS) est de pouvoir par
comparaison expérience/calcul, exclure certaines structures dont les valeurs de sec-
tions efficaces sont loin des valeurs mesurées et vice versa. Pour calculer une CCS il
faut tout d’abord commencer par déterminer les conformations d’équilibres de plus
basses énergies de l’ion (voir partie 4.3). Ensuite on peut calculer les CCS théoriques
des structures présentes à une température donnée, afin de comparer la distribution
théorique de CCS avec l’expérience.

Dans nos calculs nous avons utilisé le programme Collidoscope développé par le
groupe de S. A. Ewing et al. [179]. Ce logiciel open source permet de calculer la section
efficace de collision d’un ion avec un gaz tampon (He ou N2) à l’aide de la méthode des
trajectoires [180]. Il s’agit de calculer le transfert moyen de quantité de mouvement
lors des collisions entre l’ion et l’atome de gaz diffusant. Cette quantité Ωmoy(T),
dépend de la distribution de vitesses relatives accessibles à la température de l’expé-
rience, ainsi que de l’ensemble des paramètres d’impact et des orientations possibles
de l’ion. Ce calcul se traite par intégration numérique de Monte-Carlo, permettant de
moyenner toutes les trajectoires possibles de diffusion. Il existe plusieurs méthodes
décrivant les collisions. Je décrirai ici uniquement la méthode du logiciel Collidoscope.
Dans cette approche, on effectue un calcul des trajectoires de diffusion exacte avec un
modèle utilisant un potentiel ”réaliste” qui décrit les interactions de longue distance
entre les atomes de l’ion et le gaz tampon. Cette description se fait par une énergie
approximée par des potentiels de Lennard-Jones paramétrés sur chaque atome de
l’ion, ainsi qu’un terme pour tenir compte des effets dipolaires induits (interaction
ion-dipôle).

Figure 5.4 – Trajectoire de diffusion après collision d’une particule de gaz incidente sur
un ion moléculaire depuis le plan d’origine (avec le paramètre d’impact b et χ est l’angle de
déflexion).
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Ce modèle des trajectoires permet de trouver l’angle de déflexion χ d’une molécule
de gaz lors d’une collision (voir figure 5.4) en considérant des collisions élastiques, et
par répétition de la simulation dans toutes les orientations possibles dans l’espace de
l’ion moléculaire, on remonte à la section efficace de notre système. La précision des
calculs de Collidscope est de l’ordre de 10 %. Il est capable de calculer les sections
des systèmes ayant une très grande masse (∼ 1 MDa) en quelques jours.

5.2 Sections efficaces de complexes cage moléculaire -

principe actif

5.2.1 Motivations

L’objectif principal de ce travail est de déterminer la structure des complexes cage
moléculaire - principe actif, afin de savoir s’il s’agit d’un complexe d’inclusion ou pas.
La connaissance de cette information est très utile en vue de nombreuses applications
qu’on rencontre pour ces systèmes de complexes d’inclusion. Parmi ces applications,
on peut citer la détection de faibles quantités de principe actif dans l’eau : la cage
moléculaire doit piéger le principe actif à proximité d’une nanoparticule pour pouvoir
faire de la spectroscopie Raman exaltée par effet de surface. Une autre application
envisageable est la vectorisation d’un principe actif.

Notre équipe a initié une collaboration avec le groupe ”Nanomédcine, Biomar-
queurs et Détection” (NBD) du laboratoire CSPBAT (Chimie, Structures, Propriétés
de Biomatériaux et d’Agents Thérapeutiques) qui s’intéresse à ces complexes en phase
condensée par cristallographie à rayons X et par spectroscopie RMN.

La cage moléculaire (β-cyclodextrine) que nous avons étudiée est l’une des fa-
milles des cyclodextrines. Bien que découverte en 1891, les cyclodextrines issues de la
dégradation enzymatique de l’amylose (un polysaccharide), suscitent aujourd’hui un
grand intérêt dans le domaine de la reconnaissance moléculaire. Elles sont également
utilisées dans les produits agroalimentaires et pharmaceutiques faisant ainsi l’objet
de nombreuses recherches scientifiques à l’heure actuelle [181,182].

Figure 5.5 – Structure de la β-cyclodextrine.

La β-cyclodextrine de formule brute C42H70O35 (figure 5.5) est un oligomère cy-
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clique formé de 7 châınes glucopyranose C6H10O5 liées en alpha-(1,4). La structure
spécifique de la cyclodextrine en forme de tore, délimitant une cavité hydrophobe
(squelette carboné et oxygène en liaison éther) au centre, permet d’encapsuler di-
verses substances peu hydrosolubles dites molécules invitées. Tandis que la surface
extérieure de ce tore contient 21 groupements hydroxyles (OH) favorisant la solubilité
des cyclodextrines en milieu aqueux comme l’eau. L’association entre l’hôte (récep-
teur ou cage moléculaire) et l’invité (molécule cible) forme le complexe d’inclusion. Ce
dernier est susceptible de modifier et/ou d’améliorer les caractéristiques physiques,
chimiques et ou biologiques de la molécule encapsulée.

Nous avons donc étudié les complexes entre chacune des molécules invitées de
paracétamol et d’acide salicylique (figure 5.6) avec la cage de β-cyclodextrine, et
aussi le complexe entre l’acide salicylique avec deux β-cyclodextrine.

Figure 5.6 – Structure du paracétamol de formule C8H9NO2 (à gauche) et celle de l’acide
salicylique C7H6O3 (à droite).

On a utilisé l’IMS qui est l’une des techniques de spectrométrie de masse en phase
gazeuse qui permet d’étudier la structure des complexes (hôte-invité), dans le but
de pouvoir distinguer la position d’un principe actif étudié par rapport à la molécule
hôte (hors ou dans la cage). La mesure expérimentale de la section efficace de collision
donne une information globale sur la structure, et on peut espérer que lorsque le
principe actif est hors de la cage, la section efficace est plus grande que si le principe
actif est dans la cage. En effet, ce type d’expérience est un outil qui permettrait
de savoir si on a affaire à un complexe d’inclusion ou non. En plus, des calculs de
fréquence réalisés au niveau B3LYP/6-31+G(d,p), ont permis de simuler les spectres
IR de ces systèmes. Ces spectres seront comparés aux spectres IRMPD réalisés à
CLIO et à FELIX. Une comparaison avec les études réalisées en phase condensée par
le groupe NBD permettra d’apporter des informations sur la conversion possible des
complexes d’inclusion en complexes non-spécifiques lors du passage en phase gazeuse
(et vice-versa) et sur l’importance des différentes interactions pour la formation des
complexes.
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5.2.2 Résultats pour le complexe β-cyclodextrine + paracétamol

Les mesures expérimentales ont été réalisées à l’aide du dispositif de spectrométrie
de mobilité ionique de l’ILM (voir partie 5.1.2) pour déterminer la section efficace
du complexe entre le paracétamol et une cage de β-cyclodextrine. La figure (5.7)
représente la mesure expérimentale du temps d’arrivée lié à la section efficace de
diffusion. La solution utilisée est un mélange de méthanol et d’eau dans une proportion
(1

3 ,
2
3) avec une concentration de 10−4 M. On sélectionne dans un premier tube l’ion

qui nous intéresse puis on mesure sa section efficace dans un second tube. Les deux
tubes mesurent la même longueur de 79 cm, et la différence de potentiel appliquée sur
chacun est de l’ordre de grandeur de 500 V. On distingue sur ce graphe l’apparition
de deux pics correspondant au même rapport m/z = 1286. Le premier pic est celui du
dimère (deux paracétamols et deux cages de β-cyclodextrine) doublement protoné et
le deuxième pic est celui du monomère (un paracétamol et une seule cage) simplement
protoné.

Figure 5.7 – Mesure de la section efficace de diffusion pour le monomère et le dimère du
complexe de β-cyclodextrine avec le paracétamol avec le dispositif d’IMS à l’ILM.

Bien que la masse d’un dimère soit deux fois plus grande que celle du monomère,
on voit son apparition pour un temps de 42 ms, plus court que celui mesuré pour
le monomère qui arrive après 58 ms. En effet, la plus grande charge (+2) du dimère
explique cette mesure de temps de dérive, i.e. plus grande est la charge, plus rapide
est l’ion dans une zone de champ constant. Les sections efficaces de diffusion corres-

pondantes, sont respectivement 348 Å
2

et 245 Å
2

pour le dimère et pour le monomère.
L’incertitude de nos mesures expérimentales est de l’ordre de 2 %.
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Pour comparer ces sections efficaces expérimentales à des calculs, la première
étape est de déterminer des structures de plus basse énergie pour ce complexe. Etant
donné la taille et la complexité de ce système, cette recherche conformationnelle n’a
pas été réalisée de manière systématique. En partant de la structure optimisée de
la β-cyclodextrine déjà déterminée en B3LYP par [183, 184], le paracétamol protoné
a été placé de différentes façons dans la cage, au-dessus de la petite couronne, en-
dessous de la grande couronne, et à l’extérieur le long du cône. Pour chacune de ces
structures de départ, une optimisation de structure en B3LYP/6-31+G(d,p) a été
lancée. Dans un second temps, des structures de départ dans lesquelles c’était la β-
cyclodextrine qui était protonée ont été explorées. Plusieurs sites de protonation pour
la β-cyclodextrine ont été explorés. Un proton placé sur la petite couronne conduit
à une structure nettement plus basse en énergie que dans le cas des autres sites de
protonation. C’est donc ce site de protonation qui a été choisi, avant de placer le
paracétamol neutre en différentes positions et de lancer des optimisations, toujours
en B3LYP/6-31+G(d,p).

La structure de plus basse énergie obtenue correspond à un complexe d’inclusion
(voir figure 5.8), pour lequel le paracétamol est légèrement incliné dans la cage de la
β-cyclodextrine, avec le groupement amide pointant vers la petite couronne.

Figure 5.8 – Différentes structures calculées pour différents énergies en fonction de la
postion du paracétamol dans la cage de β-cyclodextrine, en allongée sur la surface primaire
ou hors de la cage.

Sur la figure (5.8) est également représentée la structure de plus basse énergie
pour laquelle le paracétamol est au-dessus de la petite couronne, couché sur cette
petite couronne. Cette structure est légèrement plus haute en énergie (+18.2 kJ/mol
par rapport à la structure la plus stable). Est ensuite représentée une structure ca-
ractéristique des situations dans lesquelles le paracétamol est au-dessus de la petite
couronne (sans être couché dessus). Ces structures se trouvent plusieurs dizaines de
kJ/mol au-dessus de la structure de plus basse énergie. Finalement, une structure
caractéristique de celles pour lesquelles le paracétamol se trouve sous la grande cou-
ronne est représentée. Ces structures se trouvent plus d’une centaine de kJ/mol plus
haut.

Nous avons calculé la section efficace de collision (avec le logiciel Collidoscope) du
complexe entre la β-cyclodextrine et le paracétamol pour les trois premières structures
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représentées sur la figure (5.8). Pour la première structure de plus basse énergie la

valeur calculée de la section efficace de diffusion est de 249 Å
2
. Pour la deuxième

conformation plus haute en énergie (18.2 kJ/mol), avec le paracétamol allongé sur la
surface extérieure de la face primaire de l’hôte, la section efficace calculée est de 247

Å
2
. Enfin, la troisième section efficace calculée est de 253 Å

2
pour la structure où le

paracétamol est au-dessus de la cage (+70 kJ/mol).

Il est donc difficile de déterminer à partir de ces sections efficaces laquelle de ces
structures est présente expérimentalement. En effet, avec la précision expérimentale,

la plage de section efficace possible s’étend de 240 à 250 Å
2
, ce qui est compatible

avec les deux premières structures. La structure de plus grande énergie, pour laquelle
le paracétamol est au-dessus de la petite couronne, semble par contre pouvoir être
éliminée. La sonde globale de structure que constitue l’IMS ne nous permet donc pas
de conclure sur le caractère inclusif ou non de ce complexe. La différence en section
efficace entre les différentes structures envisageables est trop faible par rapport à
l’incertitude expérimentale. En ne conservant que les deux structures de plus basses
énergies présentées précédemment, nous avons poussé nos recherches et étudié notre
système par spectroscopie IRMPD à FELIX. Les résultats des expériences ainsi que
les calculs sont présentés dans la section suivante (sect. 5.3.1).

5.2.3 Résultats pour le complexe β-cyclodextrine + acide salicylique

La mesures des sections efficaces de diffusion à l’aide du dispositif de l’IMS pour
le complexe entre la β-cyclodextrine et l’acide salicylique sont représentées sur le
graphe (5.9). Les deux pics correspondent au même rapport m/z = 1271. Le premier
pic est celui du dimère (deux acides salicyliques et deux cages de β-cyclodextrine)
doublement déprotonés et le deuxième pic est celui du monomère (un acide salicylique
et une seule cage) simplement déprotoné.

La figure (5.10) représente les calculs de structures d’équilibre effectués pour le
monomère. On montre les deux conformères de plus basses énergies. La conformation
avec l’acide dans la cage de la β-cyclodextrine (structure à 0 kJ/mole) et la deuxième
conformation de plus haute énergie (+ 9 kJ/mole) correspondant à la configuration
hors cage. On note que lorsque la dispersion empirique n’est pas prise en compte
dans ces calculs, la conformation dite ”Out” devient la plus basse en énergie. Pour
la première structure de plus basse énergie dite ”In” la valeur calculée de la section

efficace de diffusion est de 247.535 Å
2
. La conformation plus haute en énergie (9

kJ/mol), avec l’acide salicylique hors cage donne une section efficace calculée de

247.492 Å
2
. Les valeurs calculées sont proches de la valeur expérimentale avec une

différence très légère qui ne permet pas d’attribuer une des deux structures.

5.3 Etude structurale par IRMPD

L’IMS seule ne donne qu’une indication du caractère inclusif ou non du complexe,
sans certitude. En vue d’obtenir des informations complémentaires sur la structure de
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Figure 5.9 – Mesure de la section efficace de diffusion pour le monomère et le dimère du
complexe de β-cyclodextrine avec l’acide salicylique avec le dispositif d’IMS à l’ILM.

Figure 5.10 – Deux structures calculées pour le monomère du complexe entre la
β−cyclodextrine et l’acide salicylique en fonction de la postion de ce dernier dans la cage
(conformère à 0 kJ/mol), ou hors de la cage (conformère à +9 kJ/mol).

ces complexes hôte-invité, nous avons donc réalisé des expériences de spectroscopie
IRMPD, à FELIX dans la région des empreintes digitales, et à CLIO, avec un OPO,
dans la région des 3 microns. Les spectres expérimentaux sont ensuite comparés à
des calculs de fréquence réalisés à partir des structures optimisées précédemment, au
niveau B3LYP/6-31+G(d,p), dans l’approximation harmonique.
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5.3.1 Spectroscopie IRMPD pour le complexe β-cyclodextrine +
paracétamol

Spectre de masse

Le spectre de masse expérimental obtenu à CLIO pour le complexe entre la β-
cyclodextrine et le paracétamol fragmentant sous l’effet de photons IR est représenté
sur la figure (5.11). On voit sur ce spectre l’ion parent à droite (m/z 1286), la perte
du paracétamol qui donne la β-cyclodextrine protonée (m/z 1135), puis les différents
fragments de la β-cyclodextrine (m/z 973 ; 811 ; 649 ; 487 ; 325) avec à chaque fois la
perte de la même masse qui correspond à la perte d’un des 7 glucopyranosil composant
initialement la β-cyclodextrine.

Figure 5.11 – Spectre de masse expérimental pour le complexe β-cyclodextrine + paracé-
tamol irradié par des photons IR.

Région des empreintes digitales

Les spectres expérimentaux obtenus à FELIX pour le paracétamol seul, la β-
cyclodextrine seule, et le complexe entre ces deux molécules sont représentés sur
la figure (5.12). On retrouve dans le spectre du complexe des bandes qui viennent
du spectre du paracétamol comme les bandes à 830 cm−1, 1510 cm−1, 1650 cm−1

et d’autres qui viennent du spectre de la cyclodextrine comme les bandes situées
vers 600 cm−1, 760 cm−1, 1050 cm−1 et 1150 cm−1. Afin de pouvoir déterminer la
structure du complexe, nous avons comparé son spectre expérimental avec les calculs
effectués pour les deux premières structures calculées de plus basse énergies présentées
précédemment (conformation à 0 kJ.mol−1 et 18.2 kJ.mol−1) en utilisant un facteur
d’échelle de 0,985.

La comparaison entre le spectre expérimental et la structure avec le paracétamol
dans la cage est représentée sur la figure (5.13). Plusieurs bandes d’absorption expé-
rimentales semblent être en bon accord avec les bandes simulées pour cette conforma-
tion. Parmi ces bandes, on repère le mode très intense correspondant à l’élongation
C-O autour de 1000 - 1150 cm−1. Dans cette région l’intensité a été divisée par un fac-
teur de deux. L’accord est également bon dans la région au-dessus de 1200 cm−1 pour
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Figure 5.12 – Spectres IRMPD obtenus à FELIX pour le paracétamol (spectre fuchsia), la
β-cyclodextrine (spectron marron) et le complexe entre les deux molécules (spectre bleu).

les bandes sélectionnées en jaune, sauf que c’est décalé vers le bleu dans le spectre
simulé pour les 2 zones. Pour les petits nombre d’ondes en dessous de 1000 cm−1,
l’accord reste correct (bande d’élongation C-C et déformation hors plan O-H), à l’ex-
ception du mode papillon (850 cm−1) observé expérimentalement et qui correspond
à la vibration de déformation du groupe phénol, ceci n’apparait pas dans le spectre
calculé. Enfin il y a un léger désaccord dans la forme du pic observé à 600 cm−1 et
qui correspond au mode (O-H) de vibration de déformations hors plan.

Le spectre infrarouge calculé pour la structure avec le paracétamol couché sur la
petite couronne de la β-cyclodextrine est représenté en vert sur la figure (5.14). La
plupart des modes sont en accord avec l’expérience. En particulier, cet accord semble
meilleur dans la région situé entre 600 et 1000 cm−1, mais moins bon dans la région
de 1200 à 1800 cm−1. Par rapport à la structure précédente (0 kJ/mol) le mode O-H
vers 600 cm−1 est en meilleur accord avec le spectre IRMPD. Le mode papillon à
850 cm−1 ainsi que les bandes entre 900 et 1550 cm−1 sont tous en bon accord avec le
spectre expérimental. Le mode d’élongation C=O est décalé vers le bleu par rapport
à celui de la structure précédente. La position du paracétamol en surface de la cage
rend ce mode de vibration plus libre.

En conclusion, malgré le fait que la structure la plus haute en énergie (structure
Out) semble avoir légèrement plus de concordance avec le spectre mesuré en IRMPD,
on ne peut pas à ce stade de comparaison éliminer la possibilité que les 2 structures
peuvent participer au spectre expérimental.
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Figure 5.13 – Spectre IRMPD (spectre bleu) obtenu à FELIX pour le complexe entre la
β-cyclodextrine et le paracétamol, en comparaison avec le spectre calculé pour la structure
de plus basse énergie (conformation pour lequel le paracétamol est placé dans la cage.

Figure 5.14 – Spectre IRMPD (spectre bleu) obtenu à FELIX pour le complexe entre la
β-cyclodextrine et le paracétamol en comparaison avec le spectre calculé (spectre vert) pour
la structure de plus haute en énergie (conformation pour laquelle le paracétamol est couché
sur la surface primaire de la cage. Le spectre rouge correspond à la conformation de plus
basse énergie discuté sur la figure précédente.

Dans la mesure où l’étude de la structure globale par IMS et l’étude structurale
par IRMPD ne nous permettent pas de conclure sur le caractère inclusif ou non de
ce complexe hôte-invité, nous avons réalisé des expériences complémentaires à CLIO
dans la région des 3 microns, avec un laser OPO.
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Région des 3 µm

Nous avons réalisé des études complémentaires sur notre système de β-cyclodextrine
et de paracétamol à l’aide d’un OPO (à CLIO) pour sonder la région des 3 µm, afin
d’obtenir des informations supplémentaires sur la conformation adoptée par le com-
plexe. Le spectre expérimental, ainsi que les deux spectres calculés avec un facteur
d’échelle de 0,955 pour les deux structures discutées précédemment, sont représentés
sur la figure (5.15). Cette zone du spectre infrarouge de plus haute fréquence est
caractéristique des liaisons d’élongations O-H. En ce qui concerne les O-H libres de
la face primaire ou secondaire, les modes calculés sont en bon accord avec la me-
sure expérimentale (3620 cm−1). Pour les modes de vibration des O-H liés, qui sont
plus bas en énergie, l’accord est beaucoup moins bon. La présence de ces multiples
bandes O-H dans les spectres calculés rend difficile la comparaison avec la large bande
expérimentale situé vers 3490 cm−1.

Figure 5.15 – Spectre IRMPD (spectre bleu) du complexe entre la β-cyclodextrine et le
paracétamol obtenu à l’aide de l’OPO à CLIO (10 Hz, 100 mW). Les spectres calculés pour
les deux structures de plus basse énergie sont représentés respectivement en rouge et vert.

Les spectres calculés présentent tous les deux plusieurs bandes qui ne sont pas
présentes dans le spectre expérimental. Cependant, les calculs harmoniques de ces
modes ne sont pas très fiables, notamment dans le cas où il y a des protons partagés,
ce qui est le cas pour le réseau de liaison H de la petite couronne, réseau avec lequel
interagissent les hydrogènes portés par l’azote et le groupe carboxyle du paracétamol.
Il est donc probable que le mauvais accord observé soit principalement lié à cette
limite des calculs. Des calculs anharmoniques sont pour le moment peu envisageables
car beaucoup trop lourds, et, en définitive, cette région des 3 microns ne nous permet
pas non plus de conclure sur le caractère inclusif ou non de ce complexe.
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5.3.2 Spectroscopie IRMPD pour le complexe β-cyclodextrine +
acide salicylique

Un autre complexe d’inclusion qu’on a étudié est celui de l’acide salicylique avec
la β−cyclodextrine. Bien que la taille d’une molécule d’acide salicylique soit un peu
plus petite que celle du paracétamol, l’étude de ce complexe représente un plus grand
challenge, du fait de la difficulté d’isoler le monomère de ce complexe. En effet, on
observe dans le spectre de masse (figure 5.16) après ionisation par une source ESI, 4
pics principaux correspondant à la cage de β-cyclodextrine (m/z 1133), le complexe
(1 :1) entre la cage et l’acide salicylique simplement déprotoné à m/z 1271.5 et les
deux complexes deux fois déprotonés chacun et mesurés à m/z 1202 pour le complexe
(1 :2) (1 acide salicylique et 2 β-cyclodextrines) et m/z 635.2 pour le complexe (1 :1)
(spectre bleu foncé). L’apparition de dimères (2 cages de β−cyclodextrine et 2 acides

Figure 5.16 – Superposition de deux spectres de masse pour le complexe β-cyclodextrine
+ acide salicylique : l’un obtenu avec une optimisation vers m/z 500 (bleu foncé), l’autre
obtenu avec une optimisation à m/z 1200 (bleu clair).

salicyliques) doublement déprotonés à la même masse et au même m/z que celle du
complexe (1 : 1), sous forme d’un pic de faible intensité (figure 5.17), rend la tâche
d’isolation du monomère difficile pour ce système. En cherchant à supprimer ce dimère
par CID par exemple, en ré-isolant ensuite le monomère par la suite, le signal devient
trop faible pour que l’obtention d’un spectre IRMPD soit envisageable. Les spectres
obtenus comportent donc une légère contribution du dimère aux bandes observées.

La figure (5.18) montre les spectres IRMPD obtenus à FELIX pour l’acide salicy-
lique (m/z = 138), pour la cage de β-cyclodextrine (m/z = 1133) et pour le complexe
simplement déprotoné entre ces deux molécules. Afin de pouvoir déterminer la struc-
ture de ce complexe en phase gazeuse, nous avons comparé le spectre expérimental
avec les calculs effectués pour les deux premières structures d’équilibre calculées et
citées ci-dessus (conformation à 0 kJ/mole et 9 kJ/mole). Les deux calculs de DFT
reproduisent assez bien le spectre expériemental. Un meilleur accord entre la confor-
mation In (0 kJ/mole) et le spectre IRMPD, qui reproduit mieux les deux bandes à
1560 cm−1 et 1610 cm−1 nous mène à la conclusion que c’est la conformation avec
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Figure 5.17 – Spectre de masse expérimental de la distribution de masse isotopique du
complexe β-cyclodextrine + acide salicylique à m/z 1271.5

l’acide salicylique dans la cage (qui est la conformation de plus basse énergie) qui est
présente expérimentalement.

Figure 5.18 – Spectre IRMPD de l’acide salicylique seul (spectre orange), de la β-
cyclodextrine (en noire), et du complexe (1 :1) entre les deux (en rouge), en comparaison
avec les spectres calculés pour les deux conformations (In) et (Out).
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5.4 Perspectives d’étude de complexes d’inclusion

5.4.1 Complexe (2 :1) entre la β−cyclodextrine et l’acide salicylique
doublement déprotoné (m/z = 1202)

L’étude de ce système présente un intérêt en terme de vectorisation. Actuelle-
ment, les doses de principe actif prescrites sont bien souvent très élevées par rapport
à la quantité de principe actif agissant réellement dans l’organisme, du fait d’une
mauvaise vectorisation. Encapsuler le principe actif pour cibler la zone où il doit agir
permettrait de réduire les doses prescrites. Expérimentalement, ce système est plus
simple à étudier que les précédents, car un seul état de charge est présent. En termes
de calculs, la taille étant plus grande, des calculs menés au même niveau de précision
que précédemment sont pour le moment peu envisageables. On peut envisager de tes-
ter la validité de méthodes QM/MM sur les complexes (1 :1) étudiés précédemment,
pour pouvoir les appliquer ensuite à ce système de plus grande taille.

Figure 5.19 – Complexe (2 :1) montrant l’encapsulation d’une molécule d’acide salicylique
entre deux cage de β-cyclodextrine.

5.4.2 Recherche conformationnelle par une approche de DFTB

La grande taille des systèmes constitués de plusieurs centaines d’atomes comme
dans le cas des complexes d’inclusion décrits ci-dessus, limite considérablement les
possibilités d’exploration systématique de la surface d’énergie potentielle par des mé-
thodes de dynamique moléculaire DFT. Nous avons entamé une nouvelle collabora-
tion avec Aude Simon du Laboratoire de Chimie et Physique Quantiques pour étudier
ces système par l’approche de DFTB (Density Functional based Tight Binding), qui
permettrait éventuellement d’aller vers l’étude des complexes (2 :1) et (2 :2).

5.5 Conclusion

Dans ce chapitre nous avons expliqué brièvement le principe de la spectrométrie
de mobilité ionique (IMS), ainsi que les méthodes de détermination de la structure
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des systèmes étudiés par cette technique en mesurant la section efficace de diffusion
et en la comparant à des calculs théoriques réalisés par le logiciel Collidoscope. Parmi
les différents appareils de mobilité ionique existants nous avons effectué des mesures
expérimentales à l’aide du dispositif de l’équipe de Philippe Dugourd de l’ILM pour
étudier des complexes d’inclusion entre des principes actifs (paracétamol, acide sali-
cylique) et les cages moléculaires de β−cyclodextrine.

Nous avons réalisé la spectroscopie IRMPD en phase gazeuse à CLIO (France)
et à FELIX (pays Bas) pour apporter des informations supplémentaires dans le cas
où l’IMS ne permettait pas de déterminer le caractère inclusif des complexes étudiés.
Ainsi, l’IRMPD a permis de déterminer la structure adoptée par certains complexes
comme le complexe (1 :1) entre la β−cyclodextrine et l’acide salicylique en comparant
les spectres expérimentaux avec les spectres calculés en DFT. Des nouveaux calculs
(en DFTB) sont en cours de réalisation dans le cadre d’une nouvelle collaboration
afin d’améliorer l’exploration de la surface d’énergie potentielle et d’apporter des
informations sur les complexes (2 :1) et (2 :2) qui sont très couteux en termes de
calculs.
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Conclusion générale

Au sein de l’équipe BMS du laboratoire de physique des lasers (LPL), mon travail
a porté sur le développement d’une nouvelle source de mise en phase gazeuse. Cette
source unique en France est basée sur un processus de désorption laser de micro-
gouttelettes sous vide. L’objectif final de ce développement est à la fois de pouvoir
isoler en phase gazeuse des biomolécules de la manière la plus douce possible afin de
préserver leur structure native, mais aussi d’étudier à l’échelle moléculaire les effets
de dommages induits par l’irradiation de ces biomolécules.

Au début de ma thèse le dispositif expérimental permettait de répondre au pre-
mier objectif : la désorption laser de gouttelettes générées sous un vide primaire à
300 mbar, présentait un caractère doux de mise en phase gazeuse. Ceci était parti-
culièrement mis en évidence par la désorption de molécules d’intérêt biologique telles
que la vancomycine et la bradykinine, mais aussi par l’observation en phase gazeuse
de complexes non covalents, tels que celui formé entre la vancomycine et un tripep-
tide. L’utilisation au quotidien de cette source était cependant ardue, du fait d’une
faible stabilité et d’un manque d’accessibilité à des parties vitales du dispositif. Mes
travaux de recherche au sein de l’équipe ont eu pour but de modifier et d’optimiser
le dispositif pour permettre un fonctionnement plus stable de la source et pour at-
teindre le deuxième objectif, celui d’une source opérationnelle pour étudier les effets
de l’endommagement.

Pour ce faire, j’ai modifié le dispositif en passant le générateur de gouttelettes
d’une enceinte sous vide primaire à la pression atmosphérique. Ce changement a
rendu plus facile la manipulation du générateur de gouttelettes, sur lequel il faut
intervenir régulièrement. De plus, ce changement nous a permis de travailler avec des
gouttes contenant de l’eau comme solvant (ce qui était impossible auparavant du fait
de la valeur de la pression de vapeur saturante de l’eau). Ceci est un avantage pour
les études d’endommagement, qui étaient inenvisageables dans le montage précédent
car les solvants utilisés étaient peu pertinents d’un point de vue biologique et ne
permettaient pas la migration de radicaux libres. Cette modification a nécessité le
rajout d’un nouvel étage de pompage différentiel à l’expérience, mais également la
conception de pièces de tailles et de géométries différentes afin de répondre à la
problématique du transfert de la goutte depuis la pression ambiante jusqu’à un vide
poussé (10−6 mbar) de la manière la plus stable et la plus rapide possible pour éviter
la solidification totale du système étudié.

Un transfert stable des gouttes sous vide avec les configurations réalisées à par-
tir d’écorceurs (commerciaux ou faits maison) espacés est très complexe du fait du
passage de la pression atmosphérique à un vide poussé. Les différentes configurations
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que j’ai testées nous ont conduit vers un montage plus compact, qui ne permet pas
de visualiser la trajectoire des gouttes mais qui permet de réduire leur parcours et de
simplifier leur guidage.

En plus du développement instrumental, j’ai effectué des simulations numériques
avec le logiciel SIMION pour obtenir des informations sur le phénomène de désorption.
J’ai simulé notre spectromètre de masse par temps de vol avec le dispositif d’extrac-
tion retardée. J’ai montré en simulant une grande distribution de vitesses initiales
avec différentes orientations pour les anions de vancomycine de même masse/charge
que la transmission est maximale pour les ions qui possèdent une faible composante
de vitesse perpendiculaire à l’axe de détection. J’ai étudié la transmission du dispositif
pour de nombreuses directions d’éjection. Modifier expérimentalement l’orientation
du laser, tout en connaissant les valeurs de ces transmissions pour les différentes
directions, permettrait d’obtenir des informations sur le caractère plus ou moins ani-
sotrope de la désorption et sur la manière dont les ions sont désorbés. Ces études de
dépendance angulaire de la transmission montrent également l’importance d’utiliser
un piège pour collecter efficacement les ions désorbés et pour obtenir une meilleure
résolution.
Enfin, j’ai expliqué comment l’extraction retardée avec une durée d’extraction courte
(1 µs ou moins) pourrait permettre de déterminer certaines caractéristiques de la
désorption telles que les énergies des ions éjectés par exemple. Ceci se ferait par
une comparaison entre les distributions de temps de vol expérimentales et celle d’un
spectre simulé via une distribution d’énergie large qui couvre une grande gamme de
vitesses.

Parallèlement, j’ai eu l’opportinuité de participer à des expériences de spectro-
scopie IRMPD à CLIO (France) et à FELIX (pays Bas) pour étudier de grands
systèmes tels que les complexes organo-métalliques (1 ou 2 atomes métalliques avec
2 à 5 ligands bidentates d’acétyleacétonate) et des nanoagrégats métalliques ligandés
(onze ou dix atomes d’or et sept à dix ligands). Ces expériences en phase gazeuse
ont permis d’apporter des informations structurelles principalement sur les confor-
mations des ligands à partir des signatures spectrales des modes vibrationnels dans
la gamme entre 500 et 1800 cm−1. Les résultats obtenus montrent un bon accord
avec les spectres FTIR des échantillons solides (espèces neutres) dans la même plage
de fréquence. Toutefois l’IRMPD en phase gazeuse donne potentiellement plus d’in-
formations structurelles sur les espèces isolées et sélectionnées en masse. Nous avons
montré aussi que les calculs en DFT avec deux fonctionnelles (B3LYP, M06L) dans
des ensembles de base plutôt petits (6-31G* et LanL2DZ) permettent une simulation
convenable des spectres expérimentaux pour ces grands systèmes qui se trouvent à la
limite de faisabilité pour les simulations de spectres IR de haute précision avec des
méthodes de chimie quantique.

Les dernières expériences que j’ai réalisées durant ma thèse étaient des expé-
riences de spectrométrie de mobilité ionique (IMS) au sein de l’équipe de Philippe
Dugourd à l’ILM. L’utilisation de l’IMS comme choix complémentaire à la spectro-
scopie IRMPD nous a permis d’étudier la structure globale des complexes d’inclusion
entre des macromolécules (β-cyclodextrine) et des principes actifs (le paracétamol ou

162



CHAPITRE 5. COMPLEXES D’INCLUSION EN PHASE GAZEUSE

l’acide salicylique). La comparaison entre les sections efficaces de collision expérimen-
tales et celles calculées avec le logiciel Collidoscope pour les conformations d’équilibre
de plus basse énergie obtenues au niveau B3LYP/6-31+G(d,p) nous a permis d’écar-
ter certaines conformations dont les valeurs de sections efficaces sont trop éloignées
des valeurs expérimentales. Pour les conformations sélectionnées, nous avons réalisé
des expériences de spectroscopie IRMPD qui ont permis, en comparaison avec les
spectres IR calculés, de déterminer la structure du monomère déprotoné entre la β-
cyclodextrine et l’acide salicylique. Cette même procédure n’a pas permis de trancher
sur le caractère inclusif du complexe (1 :1) entre la β-cyclodextrine et le paracétamol
pour lequel l’accord entre les différents spectres IR était moins déterminant. Nous
avons réalisé, pour ce dernier système, des expériences supplémentaires dans la ré-
gion des 3 µm avec l’OPO de CLIO, dans l’espoir que des signatures plus spécifiques
soient obtenues. Ces spectres sont en cours d’interprétation, mais la présence de pro-
tons partagés rend délicate la comparaison avec les calculs.

Ces travaux se poursuivent avec l’étude des complexes entre 2 cyclodextrines et
une molécule d’acide salicylique qui pourraient être utilisés à des fin de vectorisation.

Ce manuscrit se termine par une annexe sur la perspective d’irradiation des biomo-
lécules. La source de gouttelettes que j’ai contribué à développer permettra ultérieu-
rement l’irradiation de la gouttelette par un faisceau d’ions lors de sa chute sous vide.
Ceci permettra des études de chimie radicalaire, et nous souhaitons notamment rajou-
ter des radio-sensibilisateurs de type nanoparticule d’or dans nos microgouttelettes
pour étudier l’influence des effets d’environnement sur le taux d’endommagement.
Nous disposons actuellement d’une source d’ions commerciale. J’ai installé dans une
enceinte sous vide le système d’optique ionique qui a été développé par Aditya Agni-
hotri lors de son post-doctorat au CIMAP et qui permet de collimater les ions afin
d’irradier la gouttelette durant sa chute avant la désorption. J’ai effectué les premiers
tests de vide et visualisé le plasma créé par la source.
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Annexe A

Perspectives : Irradiation des
biomolécules et Endommagement

A.1 Effets des radiations ionisantes sur le vivant

L’homme est soumis en permanence aux radiations ionisantes. Ces rayonnements
sont d’origine naturelle (rayonnements cosmiques du soleil) ou d’origine artificielle
(faisceaux d’électrons, de protons ou d’ions lourds) comme les radiations utilisées
aujourd’hui dans le domaine médical pour le traitement des tumeurs. D’ailleurs, notre
propre corps émet aussi des rayonnements puisqu’il contient du carbone 14C et du
potassium 40K qui sont naturellement radioactifs.

Figure A.1 – Effets des radiations ionisantes sur l’organisme vivant (photo tirée du site
du CEA).

L’exposition prolongée aux radiations ionisantes peut provoquer des effets nocifs
sur l’organisme vivant selon le taux d’irradiation. À l’issue d’une irradiation ioni-
sante, une cellule biologique se retrouve, à l’échelle moléculaire, dans l’une des trois
situations suivantes : la mort cellulaire due à la destruction du matériel génétique
(ADN), une réparation correcte ou une mutation à cause d’une mauvaise réparation.
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Au niveau de l’organisme entier, ces effets ionisants sont classés en deux grandes
parties : les effets obligatoires (déterministes), liés à la mort cellulaire et les effets sto-
chastiques (aléatoires), déclenchés par les mutations qui pourront entrâıner certains
cancers (figure A.1).

Certaines techniques de traitements contre le cancer utilisant des particules ioni-
santes semblent être des méthodes très prometteuses. Dans le cas des méthodes de
radiothérapie conventionnelles, l’absorption de la dose passe d’abord par un maxi-
mum (crête de Tavernier) avant de décrôıtre exponentiellement avec la profondeur
de pénétration des photons dans un tissu. A l’inverse, les radiations par des ions
permettent un dépôt localisé de l’énergie dans la zone tumorale. Cette zone localisée
est définie par le ”pic de Bragg” [185] dont la position dépend de l’énergie cinétique
initiale des ions. Toutefois, les origines physico-chimiques des dommages induits sur
les cellules par les faibles doses présentes autour de ce dépôt local d’énergie ne sont
pas bien déterminées. Par conséquent, il est important d’étudier l’effet d’endomma-
gement de ces radiations pour bien comprendre et mâıtriser les nouvelles techniques
de traitement.

A.2 Endommagement : effets directs et effets indirects

Nous avons vu dans la partie précédente que les effets globaux (au niveau de
l’organisme vivant en entier) des radiations ionisantes sont déterministes ou aléatoires.
Ces deux effets proviennent (à l’échelle de la cellule biologique) des effets directs et
des effets indirects de l’endommagement par irradiation (figure A.3).

On appelle ”effets directs” tous les effets liés à l’interaction directe entre le rayon-
nement primaire et la biomolécule. Ces effets ont été étudiés depuis longtemps afin
de déterminer les phénomènes responsables de l’endommagement par une forte éner-
gie des ions sur une cellule vivante. Les ”effets indirects” d’endommagement sont
également responsables des dégâts survenus sur l’ADN. Il sont dus à l’interaction
entre la biomolécule et les électrons libres, les ions lents simplement chargés ou les
autres espèces radicalaires issues de l’irradiation (radiolyse) du milieu environnant la
biomolécule, qui est constitué majoritairement d’eau (figure A.3).

La majorité des travaux qui sont réalisés en irradiant des cellules ou des brins
d’ADN en solution montrent, avec des analyses par des méthodes biochimiques que
la majeure partie des dégâts résulte de l’endommagement de la molécule d’ADN par
des cassures simples et doubles brins. A. Chetioui et al. ont mis en lumière l’origine des
cassures des brins d’ADN conduisant à des aberrations chromosomiques, survenues
suite à une ionisation en couche interne suivie d’une cascade Auger [187–189]. Le
groupe de L. Sanche a montré qu’un processus d’attachement électronique dissociatif,
dû à la présence d’électrons d’énergie bien inférieure à celle d’ionisation de la molécule
d’ADN, était responsable de cassures simples et doubles brins [190].

Lors des expériences in vivo visant à déterminer les dommages par irradiation des
biomolécules, nous avons accès directement aux conséquences biologiques observables.
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Figure A.2 – Comparaison du profil de dépôt d’énergie dans l’eau entre des photons et des
ions de carbone pour différentes énergies [186].

Dans cette approche dite top-down, la combinaison des deux effets d’endommage-
ments qui accompagnent ce type d’expériences (au sein du vivant) nous empêche
d’établir la hiérarchie nécessaire à la compréhension des origines physico-chimique
des endommagements à l’échelle moléculaire. Une solution permettant de pallier ce
problème consiste à utiliser une approche bottum-up. Cette dernière approche permet
d’étudier, par des expériences in vaccuo, des systèmes constitués de petites molécules
subissant des collisions avec des ions de faibles énergies. Les intérêts des études de
systèmes biologiques isolés en phase gazeuse sont nombreux (voir chapitre 1 sect.
1.2). Ainsi, le fait de travailler avec des molécules sans environnement est un avan-
tage majeur pour sonder les effets indirects de l’endommagement liés aux particules
radicalaires ou les effets dus au dépôt d’énergie de faible dose rencontré en fin de pic
de Bragg.

Néanmoins, les difficultés de mise en phase gazeuse de grandes biomolécules li-
mitent cette approche. De plus, l’absence d’un environnement aqueux comme celui du

167



ANNEXE A. PERSPECTIVES : IRRADIATION DES BIOMOLÉCULES ET
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milieu biologique, rend cette approche moins pertinente du point de vue de l’intérêt
biologique, du fait de l’omission de certains phénomènes cruciaux dans le processus
d’endommagement. Par conséquent, les informations obtenues par cette approche sur
les systèmes de petite taille (acide nucléique ou quelques peptides) [191–194] sont
difficiles à extrapoler pour expliquer les conséquences biologiques observables par les
méthodes in vivo.

Dans le paragraphe suivant, j’introduirai notre méthode originale pour étudier
les effets indirects de l’endommagement par irradiation. Ainsi, notre expérience de
désorption laser sur microgouttelette permet de coupler les avantages des approches
top-down et bottom-up citées ci-dessus. Ceci se fait en irradiant des microgouttelettes
sous vide par une source d’ions de faible énergie, puis d’analyser le système par une
technique de mise en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse.

Figure A.3 – Schématisation des effets directs et indirects de l’irradiation d’une biomolé-
cule.

A.3 Irradiation des biomolécules sous vide par des ions

de faible énergie

Dans le but de comprendre l’endommagement à l’échelle moléculaire de grandes
biomolécules (telles que les brins d’ADN) par une faible dose d’irradiation (de l’ordre
du picoSv en dose équivalente), nous envisageons d’irradier des microgouttelettes
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contenant des molécules d’intérêt biologique en utilisant des ions simplement chargés,
possédant une énergie cinétique de quelques dizaines de kev. Les micro-gouttelettes
qui sont générées par la source de mise en phase gazeuse (que j’ai décrite précédem-
ment 2.1), peuvent être irradiées dans la même enceinte que celle dans laquelle on
envoie le laser de désorption, qui est pompée à 10−5 mbar (figure A.4). Cette phase
d’irradiation aura lieu avant la désorption laser, durant la chute de la gouttelette,
sur une zone d’interaction variant de quelques millimètres à plusieurs centimètres. La
forme donnée au faisceau d’ions dans cette zone d’interaction et la vitesse de la gout-
telette permettra de régler le temps d’irradiation allant de quelques microsecondes à
quelques millisecondes.

Figure A.4 – Dispositif de notre source de désorption laser sur microgouttelettes couplée
à la plateforme d’irradiation.

Au cours de l’irradiation, le premier phénomène induit par la pénétration des
ions dans la couche superficielle du solvant ; i.e. pour une longueur de pénétration
de quelques centaines de nanomètres, est la radiolyse. Cette étape constitue la phase
physico-chimique de l’irradiation, qui a été bien étudiée pour l’eau [195,196]. L’étape
suivante est la phase chimique de l’irradiation, qui arrive après un temps de relaxation
de l’ordre de la microseconde. Le phénomène de radiolyse va déclencher une cascade de
réactions, notamment par l’interaction des particules secondaires (électrons solvatés
et radicaux libres) issues de la première phase, avec les biomolécules présentes dans la
gouttelette. Cette phase est très peu caractérisée dans le cas de la radiolyse de l’eau
et incomprise pour les biomolécules. Notre dispositif expérimental permettra, par le
biais du couplage de la plateforme d’irradiation à la source de gouttelettes, d’aller
sonder les effets indirects pour mieux comprendre ces mécanismes d’endommagement
à l’échelle moléculaire, en s’affranchissant des limites des approches usuelles de type
«top down» et «bottom up».
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Avec notre source de désorption de microgouttelettes sous vide, nous pouvons donc
envisager d’étudier des brins d’ADN dans un milieu aqueux. La majeure partie des
dommages du matériel génétique est due aux cassures simples et doubles brins. Cet
endommagement est majoritairement induit par les effets indirects d’irradiation. Le
contrôle de la zone de dommage dans une microgouttelette est possible via le contrôle
de l’énergie des ions (relié au pouvoir d’arrêt linéique) et le temps de l’interaction
avec cette dernière. Ce champ d’étude pourra ensuite s’étendre à des systèmes plus
complexes et plus pertinents du point de vue biologique. On pourra par exemple étu-
dier des gouttelettes contenant un mélange de polypeptides et de molécules d’ADN,
pour se rapprocher des conditions rencontrées dans le milieu cellulaire.

Radio-sensibilisateurs

Alizadeh et Sanche ont montré dans une étude publiée en 2014 [197] que la pré-
sence de petites nanoparticules métalliques à proximité de l’ADN pouvait accrôıtre
considérablement l’endommagement de l’ADN en favorisant les cassures simples et
doubles brins causées par les électrons de faible énergie.

Figure A.5 – Représentation d’un radio-sensibilisateur de type nanoparticule d’or (AuNP)
au voisinage d’un brin d’ADN.

Une possibilité intéressante offerte par ce nouveau dispositif serait d’explorer le
changement du taux d’endommagement en fonction de l’environnement des biomo-
lécules. En d’autre termes, on cherche à comprendre si la présence d’un système
environnant la biomolécule peut modifier le taux d’endommagement par irradiation.

Un axe important est celui de l’ajout de radio-sensibilisateurs vectorisés dans une
zone tumorale. Ceci provoque une augmentation du taux d’endommagement. Ces
radio-sensibilisateurs (par exemple nanoparticules d’or ou de platine) possèdent la
capacité d’augmenter l’efficacité des effets radiobiologiques. En effet, l’émission d’un
grand nombre d’électrons secondaires venant de l’irradiation d’un tel système permet
de causer la mort cellulaire à cause de nombreuses cassures qui sont produites au
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niveau de l’ADN. De ce fait, il est nécessaire de bien comprendre l’effet des radiations
en présence de ces radio-sensibilisateurs, afin de pouvoir quantifier leurs effets.

Figure A.6 – (a) Simulation par Geant4 (logiciel de simulation de trajectoires des parti-
cules à travers la matière) d’une nanoparticule d’or (GNP) de 20 nm de diamètre. La GNP
est irradiée par un photon incident unique (vert) provoquant un événement ionisant : plu-
sieurs électrons secondaires (rouge) sont éjectés via une cascade Auger. (b) Dose moyenne
déposée en fonction de la distance du centre de la GNP. L’ajout de la GNP entrâıne des
distributions de dose très inhomogènes. Les électrons Auger de faible énergie déposent des
doses de plusieurs milliers de Gray au voisinage de la GNP (distances <200 nm) [198].

Dans le chapitre (4), nous avons discuté des expériences de spectroscopie IRMPD
que nous avons effectuées pour caractériser des systèmes de complexes organométal-
liques et des nanoagrégats métalliques ligandés. Ces études permettent d’apporter des
informations structurelles sur ces systèmes que l’on pourra par la suite ajouter dans
les microgouttelettes pour étudier leurs effets sur l’endommagement par irradiation
avec notre source de désorption sous vide.

A.4 Source plasma d’irradiation de type magnétron

La source d’irradiation qu’on a utilisée est une source d’ions fondée sur un plasma
entretenu par une décharge de type magnétron, délivrant de forts courants d’ions (de
l’ordre de 20 mA). Les premières sources de ce type ont été développées en 1969 par
R.Geller [199]. Aujourd’hui, il existe de nombreuses sources de ce type utilisées dans
plusieurs domaines (les interactions ion-surface, la fabrication de composants électro-
niques, le dépôt, la gravure, la découpe de métaux, l’hadronthérapie). Notre source
d’ions est fabriquée par la société TECTRA (A.7). Le principe de fonctionnement de
cette source repose sur l’interaction entre une onde électromagnétique et un gaz à io-
niser dans un champ magnétique pour créer un plasma. Le faisceau d’ions sera ensuite
extrait de ce plasma. Par absorption d’une onde de haute fréquence fHF (quelques
GHz), les électrons confinés dans une enceinte sous vide par un champ magnétique,
peuvent se retrouver en résonance si leur fréquence cyclotronique fc, est égale à la
fréquence de la micro-onde fHF . Ce phénomène de résonance électronique cyclotro-
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nique conduit donc à un chauffage très efficace qui permet d’accélérer les électrons
qui vont ensuite entrer en collision avec le gaz pour générer et entretenir un plasma.

Figure A.7 – Photographie de notre source d’ions commerciale Tectra.

A.5 Fonctionnement de notre source d’irradiation

Pour créer un faisceau des ions, il faut détacher un ou plusieurs électrons de
l’atome qu’on souhaite ioniser. La formation d’un plasma à partir d’un gaz d’atomes
neutres se réalise par un processus collisionnel entre des électrons énergétiques et
le gaz atomique cible. Ces collisions peuvent être de plusieurs types : les collisions
élastiques, les collisions d’excitation et les collisions d’ionisation. Ainsi, pour arracher
un électron de la bande de valence d’un atome neutre A par impact électronique
(voir A.1), il faut que l’énergie cinétique de l’électron qui entre en collision avec
A, soit supérieure à son potentiel d’ionisation. En effet, par la perte d’un électron,
l’atome devient chargé positivement et les deux électrons libres gagneront une énergie
cinétique qui leur permet de subir de nouvelles collisions. Par conséquence, cette
séquence d’ionisation produit un plasma formé des électrons et des ions positifs.

A+ e− → A+ + 2e− (A.1)

Une propriété fondamentale d’un plasma est la quasi-neutralité. Dans un grand
volume, un plasma possède autant de charges négatives (électrons) que de charges
positives. Ainsi, la densité volumique globale ρ des particules chargées dans un plasma
s’écrit comme :

172



ANNEXE A. PERSPECTIVES : IRRADIATION DES BIOMOLÉCULES ET
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ρ = q(Zni − ne) (A.2)

où Z est le numéro atomique, ni et ne sont respectivement les densités volumiques
des ions et des électrons et q est la charge élementaire.

L’équilibre d’un plasma se maintient si la condition de quasi-neutralité est vérifiée.
Dans ce cas, la répartition des charges peut être décrite selon le modèle de Debye.
Il s’agit d’une représentation statistique dans laquelle chaque charge va s’entourer
d’une charge de signe opposé (sphère de Debye). Un électron peut aussi être assimilé
à une sphère ionique, avec la possibilité de participer à plusieurs sphères de Debye. La
distance minimale séparant deux charges dans un plasma et permettant de respecter
la quasi-neutralité du système s’appelle longueur de Debye λD. C’est une constante
fondamentale en physique des plasmas.

Par simplicité, et en vue de la grande différence de masse entre les ions positifs
qui sont plus lourds et les électrons, la dynamique du système peut être décrite
uniquement par cette approximation avec les propriétés des électrons (ne, Te). Par
ailleurs, la longueur de Debye est définie par l’équation (A.3), où ε0 est la permittivité
électrique du vide et kB la constante de Boltzmann.

λD =

√
ε0kBTe
q2ne

(A.3)

Il existe plusieurs méthodes pour chauffer les électrons afin de générer un plasma.

Dans notre cas, c’est le couplage entre une onde radiofréquence et le gaz qui permet
par une absorption résonnante de cette onde de chauffer les électrons et produire l’état
de plasma. Un champ magnétique axial et radial de 87.5 mT permet de confiner les
électrons dans la décharge pour augmenter la probabilité de collision avec les atomes
et favoriser l’ionisation.

Les conditions nécessaires pour réaliser et entretenir un état de plasma sont la
densité du gaz et une énergie suffisante des électrons pour l’ionisation. La condition
sur la densité du gaz (ng) est directement reliée au libre parcours moyen par l’équation
(A.4). Ce libre parcours moyen représente la distance moyenne parcourue par un
électron avant de rentrer en collision avec un atome neutre. Ceci dépend aussi de la
section efficace de collision σ(ε) qui représente la surface d’interaction électron-atome.
La figure (A.8) montre les sections efficaces de collisions de l’Argon et du Xénon en
fonction de l’énergie des électrons.

λlpm = 1
σ(ε)ng

(A.4)
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Figure A.8 – Sections efficaces de l’Argon et du Xénon en fonction de l’énergie de l’électron
impactant.

A.6 Couplage du système d’optique ionique à la source

d’irradiation

Dans le paragraphe précédent, nous avons vu le principe de fonctionnement d’une
source plasma, ainsi que les deux conditions de densité et d’excitation qui doivent
toujours être réunies pour créer et maintenir cet état de la matière. Dans la partie
suivante je présenterai les modifications et les améliorations apportées à notre source
d’irradiation.

Afin de coupler, notre source d’irradiation à notre expérience de désorption de
microgouttelette sous vide, j’ai intégré un système d’optique ionique (figure A.9) dans
une enceinte sous vide à 10−4 mbar, située à la sortie de la source Tectra. Ce système
a été conçu par Aditya Agnihotri durant son post-doctorat au CIMAP, et réalisé par
Jean-Marc Ramillon au CIMAP (Centre de recherche sur les Ions, les Matériaux et
la Photonique). Il permet d’optimiser et d’orienter les trajectoires des ions issus de la
source d’ions en direction de la microgouttelette. Cette optique permet de focaliser
plus ou moins le faisceau afin d’ajuster son recouvrement avec la trajectoire de la
gouttelette sous vide et donc la dose absorbée.
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Figure A.9 – photographie du système d’optique ionique placé sous vide à la sortie de notre
source d’ions Tectra.
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[150] A. Schäfer, H. Horn, and R. Ahlrichs, “Fully optimized contracted gaussian
basis sets for atoms li to kr,” The Journal of Chemical Physics, vol. 97, no. 4,
pp. 2571–2577, 1992. (page 111).

[151] S. F. Sousa, P. A. Fernandes, and M. J. Ramos,“General performance of density
functionals,” The Journal of Physical Chemistry A, vol. 111, no. 42, pp. 10439–
10452, 2007. (page 113).

[152] Y. Lu and W. Chen, “Sub-nanometre sized metal clusters : from synthetic chal-
lenges to the unique property discoveries,” Chem. Soc. Rev., vol. 41, pp. 3594–
3623, 2012. (page 123).

[153] L. Shang, S. Dong, and G. U. Nienhaus, “Ultra-small fluorescent metal na-
noclusters : Synthesis and biological applications,” Nano Today, vol. 6, no. 4,
pp. 401–418, 2011. (page 123).

[154] F. Bertorelle, I. Russier-Antoine, N. Calin, C. Comby-Zerbino, A. Bensalah-
Ledoux, S. Guy, P. Dugourd, P.-F. Brevet, Sanader, M. Krstić, V. Bonačić-
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Titre :

Contributions au développement d’une nouvelle technique de mise en phase gazeuse pour l’étude
de la structure et l’endommagement de biomolécules.

Résumé :

Il existe un lien étroit entre la structure et la fonction des biomolécules, et déterminer leur struc-
ture est donc d’un intérêt capital. Les techniques de mise en phase gazeuse couplées à la spectrométrie
de masse permettent d’étudier ces structures. Dans cette thèse, je présente le travail du développe-
ment instrumental d’une source de mise en phase gazeuse par désorption laser sur microgouttelettes.
Cette technique originale possède les avantages des sources usuelles (ESI et MALDI) pour isoler de
manière « douce » des molécules en phase gazeuse. Elle possède également un avantage majeur pour
les études de l’endommagement de biomolécules à l’échelle moléculaire par la possibilité d’irradier
en phase liquide ces molécules d’intérêt biologiques. Ceci ouvre une voie pour l’irradiation des bio-
molécules dans un milieu complexe, en présence de radio-sensibilisateurs vectorisés par exemple. En
parallèle de ce travail de développement expérimental, je présente les résultats de simulations de
trajectoires d’ion dans un dispositif d’extraction retardée couplé à un spectromètre de masse par
temps de vol. Ces simulations ont pour objectif de mieux comprendre les caractéristiques des ions
éjectés lors de la désorption.

Un axe de recherche complémentaire, utilisant des expériences de spectroscopie de dissociation
induite par absorption multi-photonique dans l’infrarouge et de spectrométrie de mobilité ionique
m’a permis de mener des études structurales sur des complexes organo-métalliques, des nano-agrégats
d’or et des complexes d’inclusion entre des macromolécules et des principes actifs. La discussion de la
structure de ces grands systèmes est rendue possible par la combinaison de ces différentes techniques
et par comparaison avec des spectres simulés via des calculs de chimie quantique.

Mots clés :

Désorption laser, Spectrométrie de masse, Biomolécules en phase gazeuse, Complexes organomé-
talliques, Nanoagrégats, Complexes d’inclusion, IRMPD, Spectrométrie de mobilité ionique, Calculs
de chimie quantique.

Title :

Contributions to the development of a new gas phase technique for the study of the structure
and damage of biomolecules.

Abstract :

The link between the structure and the function of biomolecules is a close one, and it is then
important to determine their structure. Gas-phase techniques coupled to mass spectrometry allow to
study these structures. In this thesis, I present the instrumental development of a gas phase source
by laser desorption on micro droplets. This original technique has the advantages of the usual sources
(ESI and MALDI) to isolate in a ”soft” way molecules in gas phase. It also has a major advantage
for the study of biomolecule damage at the molecular level by the possibility to irradiate in liquid
phase these molecules of biological interest. This opens a way for the irradiation of biomolecules
in a complex environment, in the presence of vectorized radiosensitizers for instance. In parallel of
this instrumental development, I present the results of simulations of ion trajectories in a delayed
extraction device coupled to a time-of-flight mass spectrometer. The goal of these simulations is to
better understand the characteristics of the ions ejected during desorption.

A complementary line of research, using infrared multiphoton dissociation spectroscopy experi-
ments and ion mobility spectrometry allowed me to study the structures of organometallic complexes,
gold nanoclusters and inclusion complexes between macromolecules and active principles. The discus-
sion of the global structure of these large systems is possible by combining these different techniques
and by comparison with quantum chemistry calculations.

Keywords :

Laser desorption, Mass spectrometry, Gas phase biomolecules, Organometallic complexes, Nano-
clusters, Inclusion complexes, IRMPD, Ion mobility spectrometry, Quantum chemistry calculations.
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