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Laser Infrarouge intégré à la spectrométrie de masse: 

Activation Spécifique et Spectroscopie 

¸ Plateforme SMAS: Spectrométrie de Masse, Analyses et Spectroscopies 

 

¸ Membre du Réseau National de Spectrométrie de Masse FT-ICR à très haut 

champ, fédération de recherche CNRS (FR 3624) 

 

¸ Sp®cificit® de notre site dôaccueil: activation sp®cifique des ions par infrarouge 

Bruker Esquire 

QIT 

Bruker Apex IV 

Hybrid FT-ICR 



RAPPELS DE 

SPECTROSCOPIE IR 



Mouvements de vibration du 

formaldéhyde (H2CO) 

Ç Les noyaux des molécules bougent.  

Ç Ce mouvement apparemment désordonné est une combinaison de modes 

propres, on parle aussi de vibrations moléculaires 

Ç Chaque atome portant une charge ponctuelle, on a des dipôles électriques 

oscillant pouvant donc émettre ou absorber un rayonnement électromagnétique. 



Vibration Moléculaire  

= Oscillateur harmonique 

E = ½ kx 2 = ½ k(r-r0)
2 

 k: constante de force 

 r0: distance dô®quilibre 

 x: d®placement par rapport ¨ lô®quilibre 
 

M®canique Quantique: Energie est quantifi®e (nombre quantique v=0, 1, 2, é) 

Ev = hn (v+1/2) 
 h: constante de Planck, n fréquence de vibration (Hz) 

r0 r 

Energie réelle (Morse) 

Est anharmonique 

Energie 

V=0 

V=1 

V=2 

V=3 

Oscillateur Harmonique 

E = ½ kx 2 

x 0 

C + O 

CO 



Absorption infrarouge 

Domaines de lôinfrarouge 

-logI/I0= Absorbance A(l)= e(l).l . C 

Flux incident 

I0 

Flux transmis 

I 

IR 

Energie 

V=0 

V=1 

E(fonda, v=0) + hn     ­     E(excité, v=1) 

=> On excite la molécule si résonance 

¶ 
¶ 

Etat initial Etat final 
e(l) : coefficient d'extinction molaire 

c : concentration molaire volumique 
l : longueur de la cuve contenant la solution 

Loi de Beer Lambert  



Spectre infrarouge de vibration du 

formaldéhyde (H2CO) 

CH2 Rock 

1234 cm-1 CO stretch 

1778 cm-1 

CH2 Wag. 

1175 cm-1 

CH2 Bend 

1500 cm-1 

CH asym. stretch 

2809 cm-1 

CH sym. stretch 

2754 cm-1 

Unités utilisées: 

E = h n 

    = h * C * 1/l 

    = h * C * n 

 où l est la longueur dôonde (mm) 

 où n est le nombre dôondes / cm 



Bande C=O Carbonyle : effets 

électroniques et de tension de cycle 

~1660 ~1650-1695 ~1735-1750 ~1810 ~1785-1815 ~1870 

Effets inductifs 
attracteurs k :  
        ɜC=O k 

Effets mésomères 
(résonance)  k :  
          ȆC=O m 

1770 1750 1800 

Lactones: effet de la conjugaison et de tension de cycle 



Bande C=O Carbonyle : effet de la 

liaison hydrogène 

1788 ~1730 

3583 

Libre  

(solvant aprotique ou 

phase gazeuse) 

Phase Liquide: 

Liaisons Hydrogène 

= large bande 



SPECTROSCOPIE DôIONS: 

QUELQUES ILLUSTRATIONS 



Spectroscopie dôions: sonder la 

coordination dôun cation m®tallique 
Agrégats Ni+(H2O)n: Spectre de masse 

Référence: bandes OH de H2O libre à 

3657 and 3756 cm-1). 

Jusquô¨ n=3, l®ger d®calage vers le rouge 

M.A. Duncan et al. JACS 2005, 127, 16599 

Pour n > 3, bandes OH < 3400 cm-1 

=> Liaisons H, 2nde couche de solvatation 



Fragmentation de peptides par CID 

permet de dériver la séquence 

Nomenclature: P. Roepstorff et al.  

J. Biomed.  Mass Spectrom. 1984 

Mécanisme de fragmentation? 



Formation et réarrangement des ions 

an et bn: structure et énergétique 
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Fragmentation 

a2-ion 

(imminium?) 

Dans des conditions de collisions (CID): 

- Transfert(s) de protons 

- Fragmentation (a/x, b/y fragments) 

Et aussi une chimie riche avec des 

réarrangements (concertés ou non) de 

type addition/élimination via: 

- Des sites Nucléophiles 

- Des sites électrophiles 

Transfert de proton 



Ions fragments an : 

formation et réarrangement / CID 

0.0 kcal/mol 
-13.1 

17.6 

a2+CO b2 

CID Imine-Amide  

Structure permutée 

 

 

 

Lowest energy 
-8.9 

11.9 

a2 

a3 

a4 

a2 

a3 

a4 



Ion fragment a2 de [GGG+H]+:  

Isomère(s) formé(s)? 

Energies relatives (kcal/mol) 

Un (cyclique) ou deux isomères formés? 

Avec des conditions expérimentales similaires (K.W M. Siu and co-workers, JPC. Lett. 

2010, 1, 868), il a été proposé que lôisom¯re permuté est aussi formé. 

Bythell, Maître, Paizs, JACS. 2010, 132, 14766.  



Asymmetric 

NH2 stretch 

Mise en évidence de 2 isomères: 

Signature IR de lôisom¯re permut® 

¸ Isomérisation cyclique -> permuté »: le point clé est une 

®nergie dôactivation associ®e ¨ un transfert de proton 1,3. 

¸ Transfert de proton 1,3 peut être catalysé (groupe aromatique 

de la tyrosine (15.5 vs 32.1 kcal/mol, Bythell et al, IJMS 2012, 

316-8, 227) ou Phe (IJMS, 2012, 330-332, 254)  

 

E (-20.4) D (-0.6) C (-17.6) 

(5.4) (15.5) 

TS 1,3-PT 

A (0.0) 

(9.0) 

¸ ~3530 cm-1 :signature IR du réarrangement des an: voir aussi Wassermann; 

Boyarkin; Paizs; Rizzo, JASMS 2012, 23, 1029 



ECD: un mode de fragmentation 

spécifique 

c2 

z2 

ECD: Fragmentation spécifique selon la chaîne peptidique, préserve en 

particulier lôinformation relative aux Modifications Post-Traductionnelles (PTM). 

                             H2O3P-O                  NH3
+ 

                                         |                       | 

                     R1       O              R2     O             R3       O             R4 

                |      ||                |      ||               |       ||              | 

H -- N --- C --- C --- N --- C --- C --- N --- C --- C --- N --- C -- COOH 

        |       |               |        |               |       |               | 

       H      H             H       H             H      H             H  

Fragmentation dôun peptide induite par capture ®lectronique ou Electron Capture 

Dissociation (ECD). 



Mécanisme de fragmentation induite 

par capture électronique (ECD):  

spectroscopie des ions cn
+. 

Enol-Imine (C=N) 

1650 1750 

Wavenumber (cm-1) 

4 

Amide (C=O) 

Exp ion c0
+ 

Exp réf. Amide 

Calc. Enol-Imine 

Calc. Amide 

Formation dôions cn
+ de type amide et non enol-imine par ECD 

G. Frison et al. J. Am. Chem. Soc. 

2008, 130, 14916-14917. 

Formation dôions c en ECD dôun 
peptide doublement chargé  NH

OH

NH2

O

(+) (+)

enol imine amide

or
N
H

O

(+)

R'

OR

, H

ECD
+

Bande à 1731 cm -1 : stretch C=O  
D®montre quôun amide est form®  



QUELQUES DATES 

ASSOCIÉES AU 

DÉVELOPPEMENT DE 

LôIRMPD 



1978: Première mise en évidence de 

lôIRMPD dans des conditions FT-ICR 

« There are many possible extensions and 

applications of the present results é Numerous 

aspects of the photophysics of multiphoton 

absorption processes can be studied, including 

collisional energy relaxation rates and IR 

emission lifetimes. Infrared absorption spectra 

of gas phase ions can be obtained by 

monitoring dissociation or by observing modified 

reaction rates as a function of wavelength. The 

low power requirements (<0.5 W cm-2) imply 

that a wide range of available infrared lasers 

can be employed. Because of the slow nature of 

the process, the potential energy surface 

available to the decomposing molecule is 

thoroughly sampled below (but not above) the 

lowest energy decomposition pathway. This 

offers intriguing possibilities for mechanistic 

studies. In addition one can selectively heat ions 

and observe dissociation processes in cases 

where elevated temperatures would lead to 

degradation of neutral precursors (e.g., 

polypeptides) prior to ionization. » 

« There are many possible extensions and 

applications of the present results é Numerous 

aspects of the photophysics of multiphoton 

absorption processes can be studied, including 

collisional energy relaxation rates and IR 

emission lifetimes. Infrared absorption spectra 

of gas phase ions can be obtained by 

monitoring dissociation or by observing modified 

reaction rates as a function of wavelength. The 

low power requirements (<0.5 W cm-2) imply 

that a wide range of available infrared lasers 

can be employed. Because of the slow nature of 

the process, the potential energy surface 

available to the decomposing molecule is 

thoroughly sampled below (but not above) the 

lowest energy decomposition pathway. This 

offers intriguing possibilities for mechanistic 

studies. In addition one can selectively heat ions 

and observe dissociation processes in cases 

where elevated temperatures would lead to 

degradation of neutral precursors (e.g., 

polypeptides) prior to ionization. » 



¸ 2000, IR Fingerprint Spectra / 800-2000 cm-1 range. 

¸ Two IR Free Electron Lasers (FELs) available worldwide. 

¸ At FELIX, J. Oomens et al, Astrophys. J. 2000, 542, 404. 

¸ At CLIO/FTICR, J. Lemaire et al, Phys. Rev. Lett. 2002, 89, 273002 

Spectroscopie dôions bas® sur une 

fragmentation induite par absorption IR 

=> Besoin de lasers intenses et accordables 

¸ 1978: CO2 laser, fixed photon energy at 940 cm-1. 

¸ First evidence for IRMPD under Tandem Mass Spectrometry conditions 

¸ J.L. Beauchamp and coworkers, JACS 1978, 100, 3248. 

IR IR IR IonÄ    ­ Ion*Ä (v=1)é ­ é ­ é ­ FragmentÄ + Molecule 

  IR IVR  IR IVR  

¸ 1985: IR spectra / 2000-4000 cm-1 range. 

¸ OPO or DFG laser systems, limited to weakly bound ions.  

¸ NH and OH stretching region => H-bonding network 

¸ Y.T. Lee and coworkers, J.Chem.Phys. 83, 3705 (1985) 

 



Y.T. Lee : spectroscopie du proton 

hydraté (H3O)+(H2O)n 



MISE EN íUVRE DE LA 

SPECTROSCOPIE IRMPD 



Spectroscopie dôions IRMPD: 

Implémentation simple 

Mass Selection Ionisation Ion Detection Fragmentation 

Fragmentation induite par absorption 

résonante de multiple photons IR 

Abundance 

m/z 

On sonde le rendement de fragmentation 

en fonction de la longueur dôonde IR 

Å Très peu de modifications sur le spectromètre de masse:  

Å Accès optique,  

Å Synchronisation de lôobturateur du laser avec la s®quence MS/MSé 

Å Utilisation du système de contrôle standard: mode chromatogramme. 

Å N varie linéairement avec le temps => « chromatogramme=spectre IR ». 



Comment construit-on le spectre 

IRMPD?  

Comment dériver un spectre infrarouge: E.R. Williams and coworkers, JASMS 2010, 21, 800ï809 
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Acquisition et extraction du 

TIC  en « mode profile » 



CLIO : un laser à électrons libres (LEL) 

dans lôinfrarouge bas® ¨ ORSAY 

Deux fa­ons dôaccorder la longueur dôonde: 

- Ajuster lô®nergie du faisceau dô®lectrons (16-45 

MeV), 

- Ajuster le champ magnétique (Gap de 

lôonduleur) 
 

Un ñtir ¨ 40 MeVò -> 800 à 1600 cm-1 

Un spectre IR 800-1600 cm-1 -> 1 heure 

 

LEL CLIO (500-2500 cm-1) puissance ~1W  

Largeur de bande relative Dl/l (fwhm) ~0.3%  

 

LEL parfaitement adapt® pour lôIRMPD (dissociation induite par absorption de 

 plusieurs photons IR) et la spectroscopie. 

time 

40 ms 

8 ms 
1-2 

ps 

16 ns macroimpulsion 

Laser pulsé à 25 Hz 


