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Quels couplages? INTRODUCTION
DIRECTE

Pompe d'infusion
Pompe seringue

HPLC en mode FIA
(Flow injection analysis)



COUPLAGES

M et nano

HPLC-MS LC-MS (LT)

(Q-Orbitrap)

UHPLC-MS
(QqQ)




A) Interfaces LC-MS :
elements communs
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Comment passer de 1 atmospheéere a 106 millibar?

sampling
cone

skimmer

Interface &i /'

1 atm 101 mbar 106 / 1019 mbar
Pression atmosphérique Pompage puissant _ Vide poussé | |
(milieu visqueux) (libre parcours moyen eleve)

génération d’'ions transmission /focalisation séparation des ions en
aP,m des ions fonction de m/z



Interface specificqques avec un element commun le spray




sensibilite et robustesse:
Les problemes de contamination
(background ou ubiquitous Ions)




Les contaminants majeurs

- Phtalates : plastifiants
ex : dioctyl phtalate => m/z 391 [M+H]*, 413 [M+Na]*, 429 [M+K]*, 798 [2M+NH, ]*, 803 [2M+Na]*

- Antistatiques (amides) pour les plastiques:
Oleamide ([M+H]*=282) / Stearamide ([M+H]*=284) / Erucamide ([M+H]* =338)

- PEG: solvants, détergents, cosmétiques,...
=>série de pics avec A m/z de 44

- lons métalliques : Li, Na, K, Fe, Pt, Cu
Ex Fe: Solvants (H,0, ACN), Acides (acétique, formique), parties en acier

(x10,000.000)

25{15TIC (1.00)
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Erucamide (antistatique)
(IM+H]* m/z 338,342)
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Recommandations

Eau ultrapure:

* eau Milli-Q déja filtrée a travers une membrane 0.22 um, pas besoin de refiltrer
* Ne pas transférer les nouveaux solvants aqueux dans la bouteille déja en utilisation
* Changer les phases aqueuses chaque jour (UPLC) ou tous les 2 jours (HPLC)

Solvants LC-MS / ULC-MS préfiltrés (y compris eau)
Tampons / additifs: High Grade
Stockage : jamais >90% eau

Flacons : verre borosilicaté (verre neutre a haute résistance hydrolytique, résiste tres bien
a l'eau et a la plupart des produits chimiques)

Pas de films plastique (ex Parafilm ©) : utiliser aluminium si nécessaire

Vials avec bouchons Teflon ® (PTFE)

Pour les analyses de traces: salle blanche



Eau ultrapure:
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Merck LC-MS Contaminants: avoid, identify, minimize. (2020)



Relative intensity (%)

Solvants LC-MS : Analyses avec phase mobile contenant de I'IlPA LC-MS provenant de différents vendeurs

(a)

blanc
m/z 70-1050

Normalized to 3.4x10°

(b)

blanc

m/z 200-1700

Normalized to 3.9x108

analyse sérum

(c)

m/z 200-1700

Normalized to 1.7x10°
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Cajka T, Hricko J, Rudl Kulhava L, Paucova M, Novakova M, Fiehn O, Kuda O. Exploring the Impact of Organic
Solvent Quality and Unusual Adduct Formation during LC-MS-Based Lipidomic Profiling. Metabolites. 2023;
13(9):966. https://doi.org/10.3390/metabo13090966



B) modes d'ionisation
specifiques:
APCI, APPI, ESI, US




Des interfaces dependant du type de molecules
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1) Ioniscation Chimigque
a Pression Atmospherigue
(APCI)



schéma de source
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APCI+ :lIoniscation de I'analyte

=> jons monochargés par réaction ions/molécules avec le plasma

ionisation positive: [M + H]*

ionisation négative: [M -H]



» +TOF MS: 5.474 to 5.547 min from steroid2TOFap42.wiff Agilent, subtracted (4.696 to ...

Influence de la température de source | Ms Conditions 289.2159
1.10e5 — lonization mode: Positive APCI (final method) [M+H]*
_ Capillary voltage: 3500V
1.00e5 4 Vaporizer temp: 450°C
- Corona current: 4 pA
900ed - Nebulizer: 60 psig
- Drying gas flow: 5 L/min
8.00e4 — Drying gas temp: 350°C
N Scan: m/z 100-1000, 10,000 transients/scan
7.00ed < (0.89 sec/scan)
- Reference masses: 121 and 922 (added post-column
6.00ed - at 5 uL/min, 10 pM solution) 2
- Fragmentor: 150 V [no collision-induced-ionization §
5.00e4 — (ciD)] z
_ Skimmer: 60V (default) ;g
4. 00ed - Octopole RF: 250V (default) B
] 271.2051
3.00e4 He PH, [M-+H-H,0]*
2.00ed —
s 269.1893
1 UUE4 M Epitestosterone, #\ 28? ] 99?
A N | -
000 7777 1 T B

120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320
m/z, amu



analytes types:

* apolaires a moyennement polaires
=> HAP, PCB, lipides (AG, TAG), phtalates,...

* présence hétéroatome favorise ionisation

—> pesticides, herbicides, fongicides, médicaments,...

e pas adapté pour: composés thermolabiles ou non volatils

 bon complément a I'ESI

Ref mass

8000 counts

421.[]5[]2

/

241.1949

Observed
(M+H-2H,0)"
m/z 241
Resolution 6403

—0.73 ppm

2569.2049

Observed
(M+H-H,0)"
m/z 259
Resolution 6464

—2.86 ppm

HO"

L

[M+H]*

H 19-norandrosterone,
MW 276

| |
200 300 400



Influence de I'éluant: Irgafos 168 (APCI+)

647.4 [M+H]*

60
— D__I:I
40 ACN . s
| Additif antioxidant pour plastiques
20 ] 648.4 => contaminant
s 663.4 Forme oxydée P=0 (+16)
\ T \ \ T
b 600 700 m/z
100 —
80 - 647.4
] MeOH
60
n |
40 648.4
20 -
0] { .
I T I T
500 600 700 m/z

Screening and Qualitative Identification of Antioxidant Polymer Additives by HPLC with UV/VIS and APCI-MS Detection
Michael Woodman
Agilent Application 5988-8610



couplage LC:

* peu sensible aux effets matrices

* compatibilité LC large: RPLC, NPLC
* éluants: CH,Cl,, hexane, toluene, MeOH, ACN, H,0,... (attention aux solvants trop inflammables)
 attention aux acides: risque de compétition analytes avec HCOOH et CH;COOH en mode -
* tampon si volatils; tolérance au tampon >ESI (-> 100mM)

* débit > ESI (-> 1,5-2 mL/min) et idéalement >~ 0,5 mL/min



optimisation des parametres de source

 réponse dépend de:

« nature de l'analyte

« composition PM

« débit PM

« conditions de source:
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2) Photoionisation a Pression
Atmospherigque (APPI)



Principe et schema de source

HPLC inlet

Nebulizing gas ~—

UV lamp

P Nebulizer (sprayer)

Vaporizer (heater
_~vap ( )

Drying gas

/

3600305000

Capillary

Robb, D. B, T. R. Covey and A. P. Bruins (2000). "Atmospheric Pressure
Photoionization: An lonization Method for Liquid Chromatography—-Mass
Spectrometry.” Analytical Chemistry 72(15): 3653-3659.

=

Lamp Source (Krypton), : ,
instead of Discharge _ LYW

Needle Agilent Technologies

Raffaelli, A. and A. Saba (2003). "Atmospheric pressure photoionization mass
spectrometry.” Mass Spectrometry Reviews 22(5): 318-331.




Mécanismes d’ionisation: importance du dopant

Photoionisation directe
M+ hv > M* > MY+ e sihvsE,)

Rdt faible=> amélioration : utilisation dopant (toluéne, acétone)

D+hv—>D*—>D"+ €7 (sihv > Ely)

)

120000
woonnné
suuuné
ennnné
4uuun§

20000 ﬂ\
[]’ ~—A N /\_,\_,.,.

APPI without post-column acetone

=D
2000000
17500003
15000003
12500003
10000003
7500003
5000003
2500007
03

APPI with post-column acetone

(40 pl/min)

14 min

Lampe Composé Energie d'ionisation
Sélectivité
Azote 15.58
non Eau 12.62
détectable Acétonitrile 12.20
Oxygeéne 12.07
Méthanol 10.80
Krypton 10.6 eV
Isopropanol 10.17
n-Hexane 10.13
Heptane 9.93
Isooctane 9.80
Acétone 9.70
. Pyridine 9.26
détectable Benzéne 9.24
Furane 8.88
Toluene 8,83
Anisole 8,20
Naphtalene 8.14
Triéthylamine 7.53

Dopant: 10-50% du flux éluant

Analyzing Phenyl Ureas and Carbamate Pesticides using ESI-, APPI-, and APCI-LC/MSD

Chin-Kai Meng
Agilent Application 0411-0037




Types d'ions:

Principalement: [M+H]*

lonisation positive
Possible: M*

Principalement: [M-H]

lonisation negative
Possible: M



influence du dopant

Dopant : Toluéne

Dopant : Anisole

Intensity (ions/sec)

Intensity (ions/sec)

3e+6
[IM+H]*
2e+6 237 a
2e+6 -
le+6 -
[2M+H]*
6e+5 1 194 473
0 l T I I L
200 300 400 500
m/z
3e+6 M+
236 b
2e+6 -
193
le+6 -
0 I . 1 |
200 300 400 500
m/z

Dopant IE (eV)™ PA* (kJ.mol")™

Acetone 9.70 812
Tetrahydrofuran (THF) 9.40 822
Benzene 9.24 750
Chlorobenzene 9.07 753
Bromobenzene 9.00 754
Toluene 8.83 784
Anisole 8.20 840

carbamazeépine / acétonitrile

Monoisotopic mass: 236.1

e
} Tegretol” 2% traitement

Carbamazépine 29/100 !

épilepsie

Atmospheric Pressure lonization Sources: Their Use and Applicability
Waters (2017) White Paper (720005935en)



Influence de la nature du dopant

4
{8) Liohsiseo, (4107 Dopant IE (eV)® PA* (kJ.mol)"®
Acetone 9.70 812
naphthalene
20- Methanol/water Tetrahydrofuran (THF) 9.40 822
. diphenyl sulfide Benzene 9.24 750
15 acridine
? Chlorobenzene 9.07 753
- Bromobenzene 9.00 754
' , Toluene 8.83 784
carbamazepine -
0.5 Anisole 8.20 840
Atmospheric Pressure lonization Sources: Their Use and Applicability
0.0 T T T T T T . ;
56 o na 15 5 SE i A Avec et sans dopant. Waters (2017) White Paper (720005935en)
Time (min.) + toluéne 2 sensibilité

carbamazépine (x 100)
naphtaléne / diméthyl sulfide (x 25)

lons/sec. (x10%)

1.6

acridine ——  APPI (toluene)

———=  APPI (acetone)

141 Methanol/water

1.2
Nature du dopant:

toluene: dopant tous composés
acétone: pour composés de forte AP

1.0

0.8

A carbamazepine naphthalene

diphenyl sulfide

0.4

el Acridine (973 kJ/mol) > Acétone (812 kJ/mol) > Naphtaléne (803 kJ/mol) > Toluéne (784 kJ/mol)

f

! i

|

I

/’ \\__I ~_

0.0 —T T T T T |
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5

Time (min.)

Robb, D. B., T. R. Covey and A. P. Bruins (2000). "Atmospheric Pressure
Photoionization: An lonization Method for Liquid Chromatography—Mass
Spectrometry.” Analytical Chemistry 72(15): 3653-3659.



MeOH
ACN

AP=754.3 kJ/mol
AP=779.2 kJ/mol

Influence de I'éluant sur l'ionisation (pas de dopant)

(a) lons/sec. (x10%)

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

carbamazepine
O)\NH

naphthalene
Methanol/water 4
7~ o diphenyl sulfide
O O acridine
N
N

2

0.0
0.0

T | T T T T => trop proches
0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 35
Time (min.) : \ |

Acridine (973 kJ/mol) > Naphtaléene (803 ki/mol) > ACN (779 kJ/mol) MeOH (754 kJ/mol)

(b) lons/sec. (x10%
2.5

2.0 +

15 -

1.0 H

Acetonitrile/water => préférer MeOH a ACN
acridine
4 )
. naphthalene
carbamazepine diphenyl sulfide

0.0

05 10 15 2.0 2.5 3.0 3.5
Time (min.)

Robb, D. B, T. R. Covey and A. P. Bruins (2000). "Atmospheric Pressure
Photoionization: An lonization Method for Liquid Chromatography—Mass
Spectrometry.” Analytical Chemistry 72(15): 3653-3659.


//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/4f/Naphthalene-2D-Skeletal.svg
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/54/Carbamazepine_Structural_Formulae.png
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/4f/Naphthalene-2D-Skeletal.svg

3) Electronébulisation
Electrospray (ESl)



schéma général:

=>» analyte en solution introduit par un capillaire métallique porté a un haut potentiel :
=>» tension (AV) induit une séparation des charges dans la solution

=> sortie du capillaire => on a un « nébulisat » (spray) de gouttelettes (um)

=>» évaporation des gouttelettes => libération d'ions en phase gazeuse

contre électrode
cone d’échantillonnage
skimmer

cap. métal
Analyte en R
. AV =KV
solution < >

Electronébulisation:

formation de gouttelettes chargées ,’l désolvatation
! & déclustering

1

1
1

focalisation

High Voltage
Power Supply

i To mass
analyzer

|| —

~0.010 Torr
(~0.013 mbar)

! Analyse des produits

\
\\ en fonction de leur rapport m/z

\
\
\
\

Phase liquice ) °s- ca:cuse




¢) Formation des ions



Cech, N. B. and C. G. Enke (2001). "Practical implications of some recent studies in electrospray
ionization fundamentals." Mass Spectrometry Reviews 20(6): 362-387.

4 mécanismes possibles:

Banerjee, S. and S. Mazumdar (2012). "Electrospray lonization Mass
Spectrometry: A Technique to Access the Information beyond the
Molecular Weight of the Analyte." International Journal of Analytical
Chemistry 2012: 40.

[ séparation de charge (acides, bases)
* | réaction redox due HT (interface liquide/métal) | phase liquide
formation d'adduit

* transfert de proton en phase gazeuse

Typical redox reactions of the solvents expected to occur in the electrospray emitter and their corresponding standard potentials.

Positive-ion mode Negative-ion mode

Solvent systems £0

Oxidation reactions EV (V) Reduction reactions W)

2H,O0 =0, +4H + 2e” 1.23 2H;0+ O3 +4e” =40H" 0.40

2H;,0 =H;0; + 2H™ + 2e” 1.77 H»O0+0, +e” =HO, + OH" 0.20

H,0=HO*+Ht+¢" 2.72 H,O +HO, +e” =HO™ +20H" 0.18

Water

2H,0 + 2~ = H, + 20H" 0.07
2H,0 + 0y + 2 = H,0, + 20H~  —0.13
H,0+0,+2e"=HO, +OH-  -0.83
CH;0H =HCHO + 2H™ + 2~ 023 CH3;OH+H;O+2e =CHy+20H- -0.25

Methanol CH;0H + H,O =HCOOH +4H" +4e~  0.10 CH;0H +2H' + 2¢” = CHy + H,0 0.58

HCOOH = CO; + 2H* + 2¢~ -0.20



lons formés par protonation ou déprotonation:

lonisation positive :

principalement par protonation d’un site basique

-NH, R -NH;*

lonisation négative:

principalement par perte d’un proton

-COOH -CO0-

v

Choix du mode d'ionisation +/-:

* imposé le + souvent par structure analyte
* sinon favoriser sélectivité (+ de composés répondant en ESI+ qu'en ESI-)
sensibilité (S/N)



lons formés d’adduits:

ESI + [M+nH]"* (M+n.my)/n
[M+NH,]* M+18
[M+Na]* M+23

[M+K]* M+39
[M+H+CH;0H]* M+33
[M+H+CH;CN]* M+42

[M-nH]™ (M-n.my)/n
[M-H+CH;OHT M+31
[M-2H+Na] M+21
[M-H+CH5CN] M+40
[M-H+HCO,H] M+45
[M-H+CF;CO,H] M+113

Principaux adduits avec des cations métalliques ou solvants



Ces ions peuvent coexister dans un méme spectre

lon Fragment

100 R
[M+H]*
213
S0 [M+Na]*
235
+22 [M+K]*
251
‘[ +38 .
0 I " li,

100 110 120 130 140 150 18 170 180 190 200 210 220 230

240 250 260 270 280 290 300 310



b) Passdage des ions de la phase liqquide a la
phase gazeuse



Passage phase liquide/ phases gazeuse en 3 étapes

1- production de gouttelettes chargées
2- réduction des gouttelettes chargées en gouttelettes + petites

3- désolvatation & déclustering => « transfert » des ions en phase gazeuse

Evaporation

Taylor cone
‘budding” >
: ; ® .
. o999y ( .
- S e\ Initial droplet
| o o> + +
+HV \

Desolvation in the self-
generated electric field

\ *.‘.

@ Quasi-
a— e @ ——> [M+nH]™ molecular ion

Fenn, J., M. Mann, C. Meng, S. Wong and C. Whitehouse (1989).

e ﬁ:;‘?;'etat P f°"|"va‘tg1.°f “Electrospray ionization for mass spectrometry of large
esolval ions H n . .
evaporation Rayleigh toy fuher hoplet biomolecules." Science 246(4926): 64-71.
limit fission and/or . . . . .
ion evaporation Kebarle, P. and L. Tang (1993). "From ions in solution to ions in the

gas phase - the mechanism of electrospray mass spectrometry."
Analytical Chemistry 65(22): 972A-986A.




Etape 1: Formation du spray



Formation du spray sous I'action d'un champ électrique (ex: ESI+)

Cone de Taylor

contre

Générateur ,
electrode

Haute Tension

NER M

HIGH VOLTAGE|

Electrospray-ion spray: a comparison of mechanisms and performance.
Ikonomou, M.G., A.T. Blades, and P. Kebarle
Analytical Chemistry, 1991. 63(18): p. 1989-1998.



propriétés des solvants pouvant impactant le spray

* tension de surface
 conductivité Eluant usuels:

. . MeOH, ACN, IPA, H,0
e constante diélectrigue

* force ionique LC: RPLC, HILIC, NPLC (éluant souvent peu compatibles)

e vyolatilité

=> Le nombre de charge par gouttelette est limité

=> si on augmente le débit pour gagner en nb de charges on perd en formant des gouttelettes +

difficiles a évaporer



Etape 2 : Evaporation/scission/bDésolvatation



=» Aprés formation des gouttelettes il y a évaporation du solvant (N,, T°):
=> M taille gouttelette
=> A densité de charges au sein de la gouttelette

=> 7 forces de répulsion coulombiennes

=>scission de la gouttelette en gouttelettes plus petites ou éjection d'ions ™
= les ions éjectés sont situés principalement a la surface de la gouttelette @ -
= il peut y avoir un phénomene de compétition @ — @
—
" \@Q
® @
Analyte molecule Solvent Coulomb Naked charged

evaporation fission analyte
C !
©
+ + N o+ +
oaoe)t @ —*T
+ — + —> * — e
+

Spraying nozzle

+ F +
== +@+ + j
R
Charged parent T

diool Charged progeny
roplet
| Charged droplet at droplets
aylorcone l‘lm 9the Rayleigh limit nm Banerjee, S. and S. Mazumdar (2012). "Electrospray
lonization Mass Spectrometry: A Technique to

Power supply 4/\/\/\/\/\/__ Access the Information beyond the Molecular
tve —ve Weight of the Analyte." International Journal of

Analytical Chemistry 2012: 40.




Influence de la masse molaire des analytes sur les mécanismes de désolvatation et sur I'état de charge
des ions

charge
evaporation residu ejection
model model model

<~3000Da >~3000Da

Konermann, L., E. Ahadi, A. D. Rodriguez and S. Vahidi (2013). "Unraveling the
Mechanism of Electrospray lonization." Analytical Chemistry 85(1): 2-9.




Parametres de la source a optimiser



Analytes Positionnement
« Mode d’ionisation

Nébulisation:

« Eluant: nature / débit

« Capillaire: voltage / positionnement
« Gaz de nébulisation : débit

Désolvatation:
« Source: température

« Gaz de désolvatation : débit / température
« Voltage de désolvatation

Procédure d’auto-tune ou manuel

Réglages généraux (non ciblé) ou spécifiques (ciblé)




c) IMPACT DES CONDITIONS
D'ANALYSE



Impecct du deébit de la phase mobile:
Importance du type de LC
(HPLC, UPLC, pLC, nano LC)



Importance vis-a-vis de la stabilité du spray

débit <pl/min Q ............

Capillaire d’environ 100 microns
de diametre intérieur

assistance pneumatique a la nébulisation
(Pneumatically assisted ESI)

Flux N, comprimé ——> —

débit > uL/min

Des gouttelettes sont arrachées

par le gaz a la surface du cone de liquide.



Impact du type de LC sur la sensibilité

Le signal est = concentration dépendant:
Signal proportionnel a [analyte] pas au débit

(A débit => A gté éliminée par pompes a vide)

nano-LC p-LC

UHPLC /HPLC

0.001 0.01 0.1 1

10

100

1000



Impact du débit sur la réponse
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Mass Spectrometry Reviews, Volume: 28, Issue: 6, Pages: 870-897, First published: 22 July 2009, DOI: (10.1002/mas.20246)



impact du pH de la phase mobile
uUtilisation d'additifs / modificateurs de phase mobile



Pour favoriser ionisation on peut ajouter:

* traces d'acide (ESI+)
- acide formique (HCOOH) / pKa: 3.75
- acide acétique (CH;COOH) / pKa: 4.75

* traces de base en (ESI-)
- hydroxyde d’'ammonium / pKa 9,24
- triethylamine / pKa 10,7

e tampon volatil pour ajuster pH
- formate d'ammonium / pKa: 3,74 et 9,24
- acétate d'ammonium / pKa: 4,76 et 9,24



Influence sur la fragmentation in source ¢ %
100- 409 124 427185 pertes H,0

Acidic pH e

= hd
- 349.106 [M+H]*
& /

* ¥ /1 428141

* 231.102 % % * 350.106 *
191.029 : 445 146 462 181
147081 * 249108 267.123  325.107 * 504.182

: 102,128

a Iz

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 400 480 500 520 5S40 °Se0 5S80 -
F
[M+NH,]*
Neutral pH 462 171
1007 10 mM ammonium acetate in water

! oM canagliflozin
o :

" HO

! OH 463.180

60 380 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 S00 S20 S40 <S80 S30

MS spectrum obtained under acidic (0.1% v/v TFA in water) and neutral pH (10 mM ammonium acetate in water, pH 7).
In acidic conditions, many in-source fragments are formed (*)

De Vijlder, T.; Valkenborg, D.; Lemiére, F.; Romijn, E. P.; Laukens, K.; Cuyckens, F., A tutorial in small molecule identification via
electrospray ionization-mass spectrometry: The practical art of structural elucidation. Mass Spectrometry Reviews 2017



Influence sur I'état de charge

nombre de charges maximum: déterminé par le nombre de sites ionisables
distribution des états de charge influencée par:

e conditions source: débit, température, gaz rideau, collisions,...

» and&RAé: structure, concentration, ...

* conditions environnementales: pH, nature solvant, autres composés,...

z=12
eau:acetonitrile z=13 3-lactoglobuline bovine
0.5 % acide formique - z=11 l 9
H23 z=10 18357 Da
pH 2. 1836.6 z=8
z=15 z=9 2295.7
2240.7
z=16
\‘ z=7
[] LM VO W L, l
z=9
aceétate d'ammonium 10mM
pH7
z=8
z=7
z=10 L L
/'/ J ,




D) Effets de matrice
(modulcations d'intensite du signal)



160709 tr 03 01 MRM of 1 Channel ES-
1.12 TIC (acamprosate)
L 2.46e4

U
. ]
‘A": ‘ e 169 185,09 200204 57 221 23211 5y
078 085094, H'x&' M3 A (
020 034042 .. 073 ’ r" ) 15 ‘
4 i " :
O T e e S e s e e e T
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00 2.20 240
. . 0
acamprosate (traitement alcoolisme) o
a) en solution dans l'eau (vert) ‘hMNk
b) en solution dans du plasma sanguin (rouge) HO™ vy H

Ghosh, C., C. P. Shinde and B. S. Chakraborty (2012). "Influence of ionization source design on
matrix effects during LC-ESI-MS/MS analysis.” Journal of Chromatography B 893-894: 193-200.



causes majeures des effets de matrice en ESI

- Compétition a l'ionisation : la présence d'autres composés induits une suppression de I'analyte
(compétition pour le nombre de charge, pour la migration vers la surface de la gouttelette)

- Formation d’agrégats (agrégats non volatils, adduits neutres (appariement d'ion)

- Alteration du spray: Modification de la tension de surface de la solution (détergents, glycérol)

- Phénomenes de répulsion de charge



Optimiser la séparation chromatographique
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La dilution de I'échantillon peut permettre de limiter la compétition
dosage d’anesthésiques locaux: impact sur la concentration mesurée en mepivacaine de la présence en concentrations variables

de lidocaine

3) x10°5
(@ x19¢.
(7] H
2 1.44 H Al N ™
(] b | N |
o o o
3 1.2 3 s
5 Mepivacaine Lidocaine
s g MRM 247->98 MR BTN
0.8- L.
co-élution
0.6
0.4
0.2
0
0.38 0.4 0.420.440.46 0.48 0.5 0.52 0.54 0.56 0.58 0.6 0.62 0.640.66 0.68 0.7 0.720.74 0.76 0.78 0.8
Time (min)
(b x105 Mepivacaine 200 ng/mL, MRM 247->98 Lidocaine |Mepivacaine |Relative | Recovery of (C x10¢ Il Mepivacaine 2 ng/mL, MRM 247-98 Lidocaine | Mepivacaine| Relative |Recovery of
Lidicaine 2->200 ng/mL (spiked) conc. MRM  Peak |lidocaine | Mepivacaine _ILidocaine 0.5-50 ng/mL (spiked) conc. MRM peak | lidocaine |Mepivacaine
2 (ng/mL) area conc. Conc. 1.4 (ng/mL) [area conc. Conc.
c 22 r— o &
g o 2 862886 1% 100% S 0.5 35450 25% 100%
g ¢l 200 ng/mL ) 854695 5% 9% g 1 2 ng/mL 1 35559 50% 100%
2 L, 20 804801 10% 93% | 5 35933 250% 101%
] '4 100 642078 50% 74% = 10 35880 500% 101%
1‘2 553462 100% 64% 0.8+ 50 34285 2500% §197%
14 0.6+
0.8
0.6 0.4
0.4 0.2
0.21
0 04
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Dilution x100 => réponse / 15-20



La diminution du débit peut permettre de limiter la compétition en favorisant la désolvatation

Intensity, cps
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0.0

Azoxystrobin
SRM,:404 >372
Peak area = 1.34x107

4.62 min

CN

4.52 min

A

t Peak area = 1.22x10%

@ LLC, flow rate 30 pL min’!

mLC, flow rate 400 pL min-!
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Peak area = 4.44x10%
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Time, min

Comparaison des chromatogrammes XIC des transitions MRM 404->372 et 404->344
de I'azoxystrobin (fongicide) observées dans des oranges dopées a 10ug/kg
pour des débits HPLC de 400uL/min et JLC de 30uL/min

8.0

Uclés Moreno, A., S. Herrera Lépez, B. Reichert, A. Lozano Fernandez, M. D. Hernando Guil and A. R. Fernandez-Alba (2015).
"Microflow Liquid Chromatography Coupled to Mass Spectrometry—An Approach to Significantly Increase Sensitivity, Decrease
Matrix Effects, and Reduce Organic Solvent Usage in Pesticide Residue Analysis." Analytical Chemistry 87(2): 1018-1025.



E) DETERMINATION DES MASSES MOLAIRES
LES SPECIFICITES DE L'ESI



Petites molécules (monochargées) Molécules moyennes (multichargées)

1001 352 )
. > PEG 600 il S U7 | PEG 1500
I 866 :
751 208 640 100+ r /91(;2 e o xS
| h / ) I l !
954 |
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m/z ESI+ (charges par addition H*)
M + 2H* = [M+2H]?* M + H* = [M+H]*

Meng X, Zhang X, Zhai Y, Xu W.
Mini 2000: A Robust Miniature Mass Spectrometer with Continuous Atmospheric Pressure Interface.
Instruments. 2018;2(1):2



Pbh : Comment déeterminer l'état de charge?
Cas des etuts de charge faibles

=> utiliser les massifs isotopiques

501 251
502 251,5
503 250
| m/z I m/z
L s 4 <>
z=1Dm/z=1 z= 2 Dm/z=0,5
ESI+ / MW = 500 ESI+ / MW = 500

A masse apportée par la présence d’1 isotope est de ~1 => écart entre pics isotopique est ~1/z

Si z=1 Am/z=1
z=2 Am/z=0.5
z=3 Am/z=0.33 etc



Comment calculer la masse de la molecule analysee?

lonisation positive: espéce [M+nH]"*

Mmono = (m/z*n)-n*mH*= n(m/z- mH*)

lonisation negative: espece [M-nH]™

Minono = (M/2*N)+n*mH* = n(m/z+ mH*)



Quellie masse mesure-t-on avec les multicharges?

la détection du profil isotopique dépend de la résolution de I'analyseur

19+ R = 50000 f
oo, P o & HR-MS ’
| On mesure la r | r
§ masse L ‘ | |‘
monoisotopique , | ‘ } \‘ n
i i it
75+ 808 q{\.ll.I\\H|1 ¥
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>
7]
c
S
E 504
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[
L I
| \
: | \
25 3 R = 4000 / \
! | ! / \
707 | i ‘ | | r :
| | |
] I ‘ ' ‘ | u j J' J( ‘ | ‘
0 Sé;-).ﬁl,’::ff'fr.".)i'f“"‘,“f"v“"_",\.‘T":", S M M \‘*’,\Q:f*vw 3 e J‘}-: 0\, S
800 1 GOO 1 203 1 400 996. %‘ 9297 997.5 ka_998
m/z ' m '



Pbh : Comment déeterminer l'état de charge?
Cas des éetuats de charge importants en ESl+

Relative intensity (%)

II faut d’abord déterminer les valeurs de z

Deux pics consécutifs
permettent de déterminer
Metn

(m/z); (m/z),

m/z

n+
(n+1)+ b= 13
m/z
mq —Mmy
n =
m; —my

M+ (n+1) Xmyg)

=> =
(m/z), my n+1

M+ (n X my)

(m/z); => m; = ”




M; m,

x TOF MS ES+
109 848.604 1 go3 20 9.32e3
808.225 1 942,742
771,511 m; = 893,205
998.161
% 738.042 m, = 942,742
1060.454
707.297
1131.120
616.164 1211.838
14991 o eog 1542033  1696.147
0 miz
500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800
m;-1 893.205 - 1,007
— — _ =
Calcul de n: ———> n= = = 18.01 n=18
m, —m, 942.742 — 893.205

CalculdeM: C—— > M = n(m,-m, ) =18(942,742 -1,007)=16951.230




Cas des éetuats de charge importants en ESi-

M- (n+1) Xmyg)
n+1

(m/z); =>m, =

M — (n X mg)
n

(m/z), => m, =

m1+mH
n-=

m; —mq

M=nx (m, + mg)




L'ESI en resume



Pour l'lonisation

* Mode le + usité en LC-MS

* Analytes: moyennement polaires a polaires
MM faible a élevée
bonne ionisation si hétéroatomes

volatilité pas nécessaire

* |onisation +/-
douce => pas ou peu de fragmentation
ions formés en solution
possibilité de multichargés
réponse concentration dépendante

risque de modulation de signal (supression/augmentation)

* Bonne sensibilité (C~ mM)



Pour le couplage

pH PM et pKa analyte jouent sur la formation des ions (sensibilité)
co-solvant organique a — d'influence

éviter [tampon] > 10-25 mM

éviter débit trop élevé (> 500uL/min en ESI conventionnel)

compatible avec RPLC, HILIC et NPLC (sous réserve)



Applications LC-MS



S 100 T T
| Savends == ol LC-MS

Solution inj

a0

o 1 | il ESI*
ol | 0 (étude de stabilité)

Jiraglutide

relative abundance

T T T T T T 1
20 40 60 80 | 100 120 140

F

L

30

Liraglutide (peptide) / diabéte 0
monoisotopique: 3748.9465 e ' | | . . .
+ abondant: 3750.9522 o e e
Peptide Drug Stability Analysis Using Agilent InfinityLab
[M+4H]* gient AN DEAGoE2987 (202,
938.5 -
100 [M+3HP* x10" ]
1.251.0 10. A: 3,750.56
£ 80A |
g o 0.8-
S 60- N 0
-g [ + ] » _C'EU 0 6—
2 4. 751.0 3 -
.g 0.44
= 20 -
S 7 M+6H]6* 0.2
= - | 626 ]‘I 757.2 954.8 1,261.7
: . 1,085.1 &9 1 |
o1 37254959 77 |© Ls. 851 W . | | I | |
400 600 800 1,000 1,200 1,400 3,400 3,600 3,800 4,000

Mass-to-charge (m/z) Mass (Da)



s
O=S:mm:

—c—\ N
N=CT W

NH, Cl

o CF;

15818 dp ik

bik

PRl T L

* Inject 1 pL into LC-MS system

Extraction

* Weigh 5 g homogenized eggs into 50 mL polypropylene tube and
add 5 mL of water

* Add 10 mL acetonitrile, shake for 2 min

* Add 4 g MgS0O, and 1 g NaCl (60105-340 HyperSep Mylar
pouch 4000 mg Magnesium Sulfate and 1000 mg (NaCl)
O Shake for 2 min and centrifuge for 5 min at 4000 rpm

N
\:_ f
dSPE cleanup

* Transfer 4 mL of acetonitrile phase into empty 15 mL tube; avoid
pipetting the hexane upper layer

* Add dSPE cleanup sorbent consisting of 600mg anhydrous MgSO,
and 500 mg C18 (ACROS Organic, 413485000; C18 dSPE pouches
— P/N 60105-367-SP)

* Shake for 2 min and centrifuge for 5 min at 4000 rpm J

|
LC-MS/MS
 Transfer the supematant into LC-MS vial

LR LS L
F1H

[]
1

0.5ng/g

MRM
transition de quantification
transitions de confirmation
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Product
{m/z)

249.96
320.99
308.85
243.85
282.00
415.04

. Precursor
Compound Polari
Fipronil Negative 434.93
Fipronil Negative 434.93
Fipronil Negative 434.93
Fipronil Sulfone i 450.93
Fipronil Sulfg Megative 450.93
Fi frsulfons Megative 450.93
Fipronil

Y = 3.949e4X - 3.569e3; R"2: 0.9960; Origin: Ignore; W: 1/X; Area

0.1-> 100 ng/mL
soit 0.2->200 ng/g oeuf

20 30 40 50 60 70

LC-MS/MS

Collision energy Min dwell Time

(eV) (ms)
27.02 21
16.56 21
10.23 21
4617 21
26.49 21
15.04 21

Rapid analysis of fipronil and fipronil sulfone in eggs by
liquid chromatography and triple quadrupole mass
spectrometry

Thermo AB 72483 (2017)



Agilent
QUEChERS EN
Extraction Kits

Agilent 1290 Agilent 6495D
Infinity 111 LC/TQ
LC System
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Analysis of 764 pesticides in tomato using an Agilent
6495D triple quadrupole LC/MS system
Agilent AN : DE-003228 (2025)
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1 cycle = 500 ms
Pics 8-12s





