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Introduction

La spectrométrie de masse est devenu, depuis les vingt dernières années,

un outil irremplacable pour I'analyse et la caractérisation des polymères.

Plusieurs techniques d'ionisation ont été testées, allant de la désorption de

champs à l'électrospray.
Parmi celles-ci, il apparaît que la désorption assistée par matrice et

l'électrospray sont les modes d'ionisation qui permettent d'obtenir la

distribution des oligomères. Néanmoins, lorsque le degré de polymérisation est

élevé, ce qui implique en général une énergie de réseau élevée, ces deux

modes d'ionisation sont souvent mis à défaut.

Dans ce cffi, la pyrolyse MS ou la pyrolyse GCA4S donnent des

renseignements complémentaires souvent indispensables pour l'établissement

ou le contrôle des structures.

La pyrolyse flash (PV) provoque la décomposition thermique d'un

polymère ou d'un matériau complexe en une série de molécules organiques de-fuibl.r 
poids moléculaires, donc volatiles dans la plupart, et caractéristiques du

matériau d'origine.
Le couplage Py MS permet l'analyse directe par spectrométrie de masse

de la phase gazeuse produite lors de la pyrolyse. Les spectres de masses

obtenus ont l; particularité, pour un matériau donné, d'être reproductibles. Ils

constituent une empreinte spectrale fiable. Cependant, I'interprétation du

spectre de masse, devenant tès vite compliqué, nécessite une analyse

siatistique des données spectrales (ACP), en particulier dans le cas de

copolymères.

C'est la raison pour laquelle le couplage Py GC, puis Py GCAvIS,

apparut comme une alternative prometteuse.

Dans le cas d'un polymère naturel complexe comme le cheveu, les

premiers résultats obtenus par De Forest (1969) (1), puis par Fouweather et



Porter (1973) (2) ont montré qu'un petit fragment de cheveu fournissait un
pyrogranrme très dense.

Le couplage Py GC/GC^4S permis à Munson (1985) (3) d'améliorer la
séparation des pics chromatographiques et I'identification d'un petit nombre
de composés majoritaires qui semblaient être differents d'un individu à I'autre.

En 1987, utilisant les capacités d'un triple quadrupole en mode MS^4S,
il remarqua que les fragmentogrammes de deux pics de masses mlz: 100 et
mlz: 154 pouvaient provenir de combinaisons de deux acides aminés. Basant
une étude de discrimination sur ces deux pics, cinq individus présentèrent les
mêmes fragmentogrammes. Il en conclut qu'il n'était pils possible de
differencier des individus à l'aide de composés issus de la pyrolyse de moins
de trois acides aminés.

Une étude plus récente menée par Ishiwaza et Misawa (1990) (4), avec
un couplage Py GC, mais avec des conditions expérimentales differentes,
montre la formation d'un nombre restreint de composés comme le
propionitrile, le benzène, le toluène, l'éthylbenzène, styrène, la pyridine et les
isomères du xylène et ce à partir des cheveux mais aussi des principaux acides
aminés qui les constituent. Ils ont montré que les proportions de benzène, de
toluène et de styrène variaient d'un individu à l'autre. Sur les cheveux de 16
personnes, ils ont noté qu'une seule paire de cheveux indiscernable.

Devant ces résultats contradictoires, mais globalement encourageants, il
nous a semblé utile d'étudier de façon plus approfondie la pyrolyse anaérobie
des cheveux et des fibres polymèriques.

Par la suite, la recherche de conditions expérimentales permettant de
réduire la taitle de l'échantillon et d'avoir un contrôle rigoureux de la
température de pyrolyse et du transfert de la chaleur au sein de l'échantillon,
nous a conduit à envisager l'utilisation de l'ablation laser.

L'irradiation laser permet en effet de se défaire du transfert de chaleur,
fonction de la conductivité thermique, de la masse et de la morphologie de
l'échantillon. Elle permet de déposer une énergie contrôlée sur la surface de
l'échantillon.

Nous proposons un modèle d'enceinte d'irradiation laser que nous avons
conçue. Avec cette interface, nous avons réalisé des pyrolyses laser GCAvtS de
differents types d'échantillons exposés dans ce travail (dont des acides utilisés
comme matrice en MALDIT).

t MALDI : Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation



Larédaction de ce manuscrit a été organisée de la manière suivante :

Après la partie bibliographique, qui rappelle le principe et les
mécanismes de la pyrolyse thermique, deux premiers chapitres exposent
I'instrumentation que nous avons utilisée. Ils rassemblent l'ensemble des
moyens nécessaires pour la pyrolyse par filament etlou la pyrolyse par four
tubulaire que nous avons couplées à un spectromètre de masse quadripolaire.

Le chapitre III traite des mécanismes d'irradiation laser, des interactions
laser/matière et de l'enceinte d'ablation laser.

Les résultats expérimentaux obtenus s'articulent autour de deux idées
directrices :

./ la caractérisation des molécules formées lors d'une pyrolyse, afin
d'établir les mécanismes de rupture d'une liaison peptidique.

,/ l'étude de l'irradiation laser employée comme moyen de pyrolyse.

Dans le chapitre IV, nous avons défrni les conditions expérimentales
optimales de la pyrolyse thermique GC/\4S à partir de deux polymères
synthétiques. Nous montrons en particulier que la pyrolyse thermique GCAvIS
eit dans ce cas un outil privilégié pour mettre en évidence les proportions
relatives des monomères de ces deux copolymères-

Dans le chapitre V, nous montrons la possibilité d'appliquer
I'ablation/pyrolyse laser à des acides afin de dégager des informations
complémentaires pour l'étude du mécanisme MALDI.

Puis, nous avons appliqué dans le chapitre VI les trois modes de
pyrolyse (four, filament et laser) aux acides aminés contenus dans les cheveux.
Nous nous sommes affachés à définir les mécanismes de pyrolyse et à évaluer
les ressemblances et les dissemblances d'action des trois modes.

Enfin, dans le chapitre VII, nous étudions la pyrolyse GC/T\4S des

cheveux. L'identification des pyrolysats est réalisée par comparaison avec les

résultats obtenus pour les acides aminés et des polypeptides étudiés dans les

conditions. Un esiai de discrimination des cheveux y est'reporté, ainsi qu'un

essai de pyrolyse laser GC^4S.

iii
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1. La pyrolyse thermique

La définition du terme pyrolyse indique la rupture de liaisons chimiques
par I'action unique de l'énergie thermique.

Nous avons considéré que l'énergie thermique peut être apportée à un
échantillon suivant deux modes :

{ lachaleur produite par un four ou un filament,
{ l'échauffement induit par une irradiation laser.

Nous exposons dans ce chapitre la pyrolyse thermique ainsi que les
montages que nous avons utilisés. La pyrolyse laser fera I'objet du troisième
chapitre.

1.1. GENERALITES

La pyrolyse thermique est une technique d'analyse, étudiant le
comportement de molécules pendant leur pyrolyse à partir des fragments
résultants. L'analyse de ces fragmentations permet d'obtenir des informations
sur la structure de la molécule de départ.

L'analyse des ruptures pyrolytiques présente une certaine analogie avec
celle des processus qui interviennent lors de la production d'un spectre de
masse.

L'énergie apportée à la molécule étudiée provoque sa décomposition en
fragments stables. Si les paramètres d'énergie (température et vitesse de
chàuffe) sont reproductibles, les coupures sont caractéristiques de la molécule
de départ. Elles sont basées sur les énergies des differentes liaisons.

Les appareillages peuvent analyser des produits sous toutes formes (de
g.veuse à solide). Ils sont particulièrement adaptés aux échantillons qui nous
intéressent : les polymères.
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La chromatographie en phase gazeuse (GC), la spectrométrie de masse
(MS) et la spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (FTIR) sont

souvent utilisées en routine pour analyser des échantillons comme des
polymères synthétiques, des biopolymères, des matériaux composites et des
produits industriels complexes.

Plusieurs ouwages présentant aussi bien les aspects théoriques que
pratiques ont été publiés : par exemple, un texte d'introduction par Irwin [1] et
un. r-o-pilation des applications de la pyrolyse couplée à la chromatographie
en phase giveuse par Liebman et Levy [2].

1.2. MECANISMES DE DEGRADATION

La dégradation d'une molécule lors de la pyrolyse est causée par la
dissociation d'une liaison chimique et notamment par Ia production de
radicaux tibres. Les processus généralement employés pour expliquer le
comportement de ces molécules sont basés sur des mécanismes de dégradation
radicalaire.

Le mode de fragmentation et l'identité des fragments produits dépendent
du type de liaison mis en jeu et de la stabilité des plus petites molécules
formées.

Si la molécule de départ comporte une longue chaîne carbonée, comme
de nombreux polymères, il est probable que la chaîne se brise de façon
aléatoire pour produire des petites molécules chimiquement similaires à la
molécule parent. Certains des fragments de plus hautes masses peuvent
préserver I'information structurelle de la chaîne polymérique. Le nombre et
I'abondance relative des molécules spécifiques plus petites donnent une
information directe sur la structure de la macromolécule.

Nous allons décrire les mécanismes de dégradation traditionnellement
employés pour expliquer le comportement pyrolytique des macromolécules.

1.2.1. La coupure aléatoire de la chaÎne principale

La coupure d'une molécule à longue chaîne, comme un polymère
synthétique à liaison carbonée en une distribution de molécules plus petites, est
due à une coupure aléatoire.
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Si toutes les liaisons sont à peu près de la même force, il n'y a aucune

raison qu'une se brise plutôt qu'une autre, et par conséquent le polymère Se

fragmente pour donn.r unr large distribution de molécules plus petites.

\ , /-C -C -C- \ I .C -C_C-

+
-C-C-C '+ 'C-C-C-

- c- c- c'- c\fc- c-

I
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1.2.2. La dépolymérisation

La dépolymérisation est [e départ successif des monomères de la chaîne,
quelquefois comparée à l'ouverture d'une fermeture éclair, après une

éventuelle coupure initiale.
Dans le cas idéal, le monomère est le seul produit de la pyrolyse.
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Les réactions des groupes latéraux

Contrairement aux deux culs précédent, la coupure
polymérique n'est pas la première étape du mécanisme-

1.2.3.

de la chaîne
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Les groupes latéraux se dissocient de la chaîne, laissant une structure

ootvinffiï',rn 
chauffase long, cette sffucture insaturée se cyclise et forme

des composés aromatiques par déshydrogénation.

Par exemple, quand le chlorure de polyvinyle est pyrolysé, il se forme
des aromatiqueJ, spécialement benzène, toluène, et naphtalène. Ceci résulte
d'un mécanisme en deux étapes qui commence par l'élimination de HCI de la

chaîne polymérique, laissant une sffucture polyinsaturée. Lors d'un chauffage
plus long, ceffe structure insaturée conduit aux composés aromatiques précités.

1.2.4. Les forces relatives des liaisons

Afin de trouver quel type de mécanisme de dégadation particulier un
polymère va suiwe, it suffit de considérer la dégradation thermique comme un
processus radicalaire.

Tous les produits de dégradation identifiés qu'ils soient majoritaires ou
minoritaires peuvent être expliqués en tenant compte des règles générales
suivantes :
,/ Les mécanismes de dégradation sont des processus radicalaires et sont

initiés par la rupture initiale de la liaison la plus faible-

,/ La composition des pyrolysats est basée sur la stabilité des radicaux libres
impliqués et celles des molécules produites.

,/ La stabitité des radicaux libres suit l'ordre général :
tCRl >'CHR2 > 'CH2R >tCHl'

,/ Les réarrangements infiamoléculaires qui conduisent à des radicaux libres
plus stables jouent un rôle important, particulièrement dans le cas de
transfert d' atomes d'hYdrogène.

ClHCIHCIH
t t r l l l-C-C-C-C-C-C

I
I .HCI
+

-C :C-C-C-C:C



1.3. INSTRUMENMTION ET ANALY,SES

Habituellement, une analyse par pyrolyse comprend la préparation de

l'échantillon, sa pyrolyse, le transfert du pyrolysat vers I'instrument d'analyses

et finalement l' analYse.

Les appareils qui sont réellement disponibtes pour équiper un laboratoire

sont soit des fours isothermes ou programmables, soit des filaments chauffes

par voies inductive ou résistive.
Notre choix s'est porté sur un pyrolyseur à filament résistif pour 4

raisons essentielles :

/ nos échantillons ont souvent une composition inconnue,

{ Iagamme de températures de pyrolyse doit être grande,

{ Iapossibilité de contrôler la vitesse de chauffe du filament,

{ lapossibilité de pyrolyser des échantillons de petites tailles.

Ainsi, nous insisterons particulièrement sur les deux montages que nous

avons employés :

/ un four tubulaire de notre conception,

J unfilament chauffe par voie résistive.

1.3.1. Pyrolyse par four

Généralement en pyrolyse, il est essentiel de chauffer un petit

échantillon jusqu'à sa température finale aussi rapidement que possible.
La reproductibilité d'une expérience dépend fortement de la capacité du

pyrolyseur à chauffer uniformément l'échantillon, et à atteindre la température
finale avant que la dégradation n'ait commencé.

Il existe cependant des expériences et des conditions pour lesquelles il

n'est pas souhaitable de pyrolyser l'échantillon si rapidement ou en si petite
quantité.

Nous avons conçu un montage permettant de pyrolyser une mÉNSe

d'environ quelques milligrammes afin d'obtenir des solutions concenffées en
produits to-rmés. L'intérêt est de pouvoir analyser la solution par differentes
iechniques le cas échéant et d'avoir dans le couplage avec'la GC^4S, des pics

chromàtographiques importants et spectres de masse interprétables.



1.3.1.1. fnsffumentation

Nous avons conçu et fait réaliser un montage en Quartz permettant la

pyrolyse flash en atmosphère inerte (balayage par un flux d'hélium) de

qtelques milligrammes de produit (figure 1'3'1)'

Nacelle Piston Percé
Arrivée

d'hélium
Vers un piège
à azote liquide

Joint
,uo\

J

./

L'enceinte tubulaire en Quartz est constamment balayée par un flux

d'hélium, ceci permet de conserver une atmosphère inerte dans le four et

d'extraire les produits formés assez rapidement'

A la sortie du four, un ventilateur refroidit le tube afur de condenser la

majorité des pyrolysats (à peu près g0%). un piège réfrigéré àl'azote liquide

est phce en aval dé façon à condenser les éventuels produits plus volatils.

Nous ne nous sommes intéressés qu'aux produits condensés à la sortie

du four. L'expérience nous a montré que la majorité des produits se

condensent dans cette partie du montage.

\ , o , n  ,  /

Figure 1.3.1 Montage schématique de la pyrolyse par four tubulaire

La pyrolyse flash dans le four tubulaire est conduite en deux étapes :

L'échantillon placé dans une nacelle en porcelaine est introduit dans le

tube central en Quartz (patie non chauffée). Ce tube central est clos

hermétiquement. Un balayage d'hélium est assuré pendant 10 min'

permettant de chasser l'air et l'eau résiduelle contenus dans le montage'

Ensuite, à l'aide d'un piston percé, la nacelle est introduite dans le four

où règne la température vouluer. Elle reste dans le four pendant 5

minutes.

Four tubulaire

Ventilateur

t Les fentes aménagées dans le piston permettent de balayer la partie du tube placee dans le four sans discontinuité'
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La nacelle est extraite du four. Une fois le montage froid, le tube central

est démonté et rincé avec du méthanol, permettant ainsi d'analyser les produits

condensés sur les Parois.

1.3.1.2. Contrôle de la température

Le chauffage du four de pyrolyse isotherme est réalisé en plaçant une

partie du tube central à I'intérieur d'un four tubulaire. La température dans le

tube en quartzest induite par celle des parois du four tubulaire'
Le capteur de tempêrature du four tubulaire se situe entre ses parois et sa

source de chauffage. Nous connaissons ainsi la température des parois du four

tubulaire. Cepenàant, nous n'avons pas une indication exacte de la

température dans le tube de quartz.

Nous devons, dans ce c6, tenir compte d'effets de gradient de

température ou d'une vitesse de chauffe plus faible'

Le gazvecteur doit avoir un débit permettant d'évacuer rapidement les

pyrolysats hors du four.
Avec un débit trop faible, l'échantillon se dégrade et le pyrolysat peut

avoir le temps d'interagir avec les parois du four, donnant lieu à une pyrolyse

secondaire.

r.3.1.3.

1.3.1.4.

./

./

,/

,/

Avantages de la PYrolYse Par four

Le montage permet la pyrolyse d'une quantité importante de produit'

Les pyrolysats en solution peuvent être analysés par plusieurs techniques

en parallèle.

Il est peu onéreux et facile d'emploi.

Il fonctionne de façon isotherme, donc il n'y a pas besoin de contrôler

une ritmpe de chauffe ou une durée de pyrolyse.

Inconvénients

La taille et la forme de la charnbre de pyrolyse impose un volume

important à balayer par le gaz vecteur.

La nature du chauffage et I'infioduction de l'échantillon dans le four

empêchent de connaître la façon dont la température se répartit dans

l'éôhantillon, ce qui dépend de sa nature, de sa taille et de sa forme'
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./ La température dans le tube en qtJaftz ne peut pils être évaluée

colTectement.

{ Lanacelle en porcelaine a une certaine inertie thermique et induit des

effets de gradient de température à l',échantillon.

1.3.2. Filament résistif

Nous avons choisi le filament résistif pour effectuer une pyrolyse

thermique rapide de petites quantités de composés de natures complexes eVou

inconnues dans des conditions contrôlées'

Nous avons opté dans un premier temps pour la ganrme étendue de

températures de pyrolyse du frlament résistif fiusqu'à 1400"c avec des

incréments de 1"C).
plaçant la réproductibitité de la température de pyrolyse en arrière plan

pour le moment, nous avons écarté ta pyrolyse par filament inductif (point de

curie). Essentiellement, car les température de la pyolyse à point curie sont

relativement limitées.
Les l0 à20 alliages cornposant les filaments et couwant une gamme de

températures allant de 350 à 1380 oC, ne permettent pas d'effectuer des

pytôlyt.t à des températures intermédiaires de celles proposées'

Ainsi, si on veut étudier le comportement d'un produit à différentes

températurer A. pytolyse, il faut utiliser un filament de composition différente

à chaque maniPulation.

1.3.2.1. Instrumentation

Noffe pyrolyseur est un "pyroprobe 1000" de CDS (figure 1.3-2).Il est à

filament .esisiif âe platine permettant d'explorer une large de gamme de

températur., po,rrr*f afieindre 1400 oC, avec des incréments de 1"C.

Le courant appliqué passe directement dans le filament. Cela signifie

que le filament est connectè physiquement au contrôleur de température de

I'appareil.

L'échantillon est porté de la température ambiante à'celle de pyrolyse en

chauffant un filament en un temps très court'
La vitesse de montée en température s'échelonne de 20oClms à

0,01"C/ms. Ainsi, pour atteindre la température de pyrotyse de 700"C à partir
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de la température arnbiante de I'enceinte (100'C par exemple), le temps

nécessaire peut varier de 30 millisecondes à une minute.
La température finale peut être maintenue de 0,01 à99,99 secondes.

Thermocouple et
résistances chauffantes

lt

Aiguille
métallique

Tube en quartzdans lequel
est placé l'échantillon

Arrivée de
gaz vecteur

Alimentation
et contrôle

Filament
résistif

Figure 1.3.2 Schéma du pyrolyseur CDS pyroprobe 1000

La température de I'enceinte de pyrolyse peut être chauffée jusqu'à

350"C avec un incrément de 1"C.

L'enceinte est balayée par un flux de gaz vecteur. Dans notre cas, nous

avons choisi I'hélium. Les produits issus de ta pyrolyse sont acheminés vers

I'injecteur du chromatographe par l'intermédiaire d'une aiguille chauffée par

conduction.

Les échantillons, après avoir été exactement pesés par microbalance,

sont conditionnés dans des tubes de quartz de diamètre de 2 mm et d'une

longueur de 2,5 cm, fermés à leur exffémité par des bouchons de laine de

quafiz. La figure suivante représente un tube de quartz prêt à l'analyse.

Tube en quartz Echantillon

Vers l'analyseur

Bouchons de laine de quartz
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Il est essentiel de peser les échantillons afin d'avoir des pyrolyses les

plus reproductibles potùbl.t. En génétal, les masses d'échantillons sont

d,environ l0 à 50 pg, quand la totalité de l'échantillon est susceptible de se

vaporiser. Dans le cas di mélange avec des produits minéraux, la masse peut

atteindre quelques milligrammes'

De la préparation des échantillons dépend largement la qualité du

résultat. Il est nécessaire d'éviter toute contamination, tant de l'échantillon à

analyser que du matériel utilisé pour la préparation de I'analyse (laine de

quartzet tube de quartz, pince et scalpel).
De plus, la mise en place du tube de quartz entre les spires du filament

doit être minutieuse. La pyrolyse ne pouÏa être reproductible que si

l,échantillon est parfaitement ptaôé dans le filament et si l'enroulement des

spires n'est pas altéré.

La géométrie de I'enceinte de pyrolyse permet l'entrée d'air lors de

I'introduction de la sonde de pyrolyse. Aussi, il est nécessaire de laisser un

temps de repos après avoir phôe la sonde dans l'enceinte, af,rn que l'air puisse

être purgé par le courant d'hélium.

1.3.2.2.

,/

,/

,/

Avantages des Jilaments résistifs

La température atteinte par le filament, sous atmosphére inerte, se situe

dans une gantme étendue (allant jusqu'à 1400"C),

un même échantillon peut ête chauffé à différentes températures

successives, sans à avoir à changer le filament,

le contrôle de la vitesse de chauffage du filament permet d'étudier l'effet

d'un chauffage lent sur l'échantillon et de réaliser des analyses

thermo gravimétriques.

1.3.2.3. Inconvénients

J Le f,rlament étant chauffé de manière résistive, il doit êne physiquement

relié à un contrôleur, ce qui pose principalement deux problèmes :

X il est difficile d'automatiser le processus, plusieurs échantillons ne

pouvant pas êfe transmis au même filament, ou plusieurs filaments

ne pouvant pas être reliés au même conftôleur'

X le contrôle de la température d'un filament est basé sur la résistance

de tout le filament (donc de toutes ses boucles et de ses contacts). Il

suffit qu'une boucle soit endommagée pour que la résistance totale

l0
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du filament soit faussée, et donc le contrôle de température soit

moins Précis.
,/ Un inconvénient supplémentaire vient du fait que le filament se trouve

dans une enceinte chauffee. Par conséquent, il convient d'ajuster la

température globale de I'enceinte en dessous de la température de dégradation

des moléculès, mais au-dessus de leur point d'ébullition. En général, cette

température est d'environ 200"C.

û,

1 l
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1.3.3. Préparation des échantillons et reproductibilité

Il ne suffit pas d'avoir un pyrolyseur pour lequel la température frnale et

la vitesse de pyrolyse soient bien définis pour garantir des résultats

reproductibles. 
^ 
L'eôn*tillonnage, la manipulation des échantillons,

I'introduction et le transfert du pyrolyseur vers l'appareil d'analyses doivent

être réalisés en prenant en compte les paramètres pouvant influer sur les

résultats.

Il est relativement facile d'introduire I microlitre d'échantillon dans

l,injecteur d'un chromatographe en phase gzeuse avec une microseringue.
préparer et introduire gn échantilton solide qui ne fait que quelques

microgrammes est plus délicat. En particulier si l'échantillon est fait d'une

matièie insoluble, o., d. couches de produits differents, comme des plantes ou

des couches de peinture, de nombreux problèmes se posent' Les

expérimentateurs sûri de leur préparation et de leur méthode d'analyse doivent

toujours se demander si te petit échantillon prélevé qu'ils étudient est waiment

représentatif du reste du produit à analyser.

1.3.3.1. Taille etforme de l'échantillon

Si un produit est soluble, des quantités de I'ordre du microlitre de

solution peuvànt être injectées dans le pyrolyseur. La température de I'enceinte

doit permeftre une vaporisation immédiate du liquide évitant ainsi des

gradients de température au niveau de l'échantillon.

Un des avantages de la pyrolyse comme une technique analytique est la

possibilité d'analysei des produits solides, de solubilité limitée comme les

potymères. Dans ôr rus, il est nécessaire d'analyser des échantillons de mêmes

forme et taille, de manière à obtenir des résultats reproductibles. En général,

on utilise 10 à 50 pg d'échantillons pour une pyrolyse couplée à la eG, et le

double pour un couPlage Par FTIR.

Afin d'éviter les gradients de température au sein de l'échantillon, il est

préferable de pyrolyser une ftanche fine plutôt qu'un cube ou une sphère.
Dans tous les cas, il est important d'utiliser toujours la même quantité

de produit pour êre sûr que son chauffage soit identique dans chaque

expérience.

t2
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1.3.3.2. Homogénéité

Un problème qui se pose constamment aux analystes est de s'assurer

qu,un échantillon solide estïomogène et donc représentatif du matériau d'où

il provient.
Des échantillons sont parfois tellement différents d'un bout à I'autre

d,un produit que leur hétérogenéité est évidente. Des éléments comme les

plantes vivantes, les roche, tî l.t terres, les textiles et les produits laminés

donnent clairement des échantillons differents s'ils sont prélevés à des endroits

ciifferents.

Des chercheurs travaillant sur des échantillons hétérogènes ont mis au

point plusieurs méthodes pour s'affranchir de ce probième :

./ l'échantillon peut être divisé en une fine poudre, dont de petites quantités

seront prélevées pour analyses. Il est préferable de réaliser cette opération à

froid (Ùroyage sous azote liquide). Ainsi, la poudre obtenue ne subit pas

d'éventueiles dégradations thermiques lors du broyage.

./ l'échantillon peut être haché finement, plusieurs petits fragments étant

analysés ensemble.
./ Une autre façon de procéder avec des échantillons hétérogènes est

d'analyser chaque ronriito*t séparément. Les appareils étant suffisament

sensibies pory iorrrroir ravailler àvec de fiès petites quantités de produit, il

est parfoir porriUt. de prélever portion par portion d un échantillon global

et de les analyser une à une. Ceffe approche est fastidieuse mais nécessaire.

13
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1.4. EXEMPLES ET APPLICATIONS

Les produits polyrnériques, soit synthétiques comme les polyoléfines' les

nylons et les acryliques, ,oit naturels comme la cellulose, les résines et les

protéines se comportent de façon reproductible lorsqu'ils sont exposés à des

températures de PYrolYse.
La PYrolYse Peut être considérée

d'échântillons pour permettre I'analyse
appareils de laboratoire classiques'

1.4.1. PolYmères sYnthétiques

comme une technique de préparation
de produits complexes en utilisant des

L'application qui est peut ête la plus large de la pyrolyse analytique

concerne 
^lès 

potymèiet tytttftetiques, aussi bien comme point de départ

d,analyse Oe pioauits et de confô1ô qualité, que comme conffôle de longévité,

de dynamiqué de dégradation et de stabilité thermique des pollmtères.

Des homopolymères peuvent être distingués les uns par rapport aux

autres. Par exemple, citons ie poly(éthyléne) par rapport au poly(propyléne)

(figure 1.4.1) o,, t. poly(méthylméthacrylate) du poly(butyt méthacrylate)'

Figure 1.4.1 Pyrogrammes de polypropylène et de polyéthyléne (750"C, 10 s') l3l

De plus, puisque la pyrolyse génère dans de nombreux ctls des

fragments qui poisèdént la stucture moléculaire de départ, il est possible de

l4



Chapitre I : Ia pyrolyse 
Exemples et apPlicalions

faire des distinctions plus précises. Des études sgr les défauts de structure' les

ramifications, les liaisons iêtt-à-têt. et queue-à-queue ont été réalisées'

Des études sur des copolymères ont pelmi d'identifier les monomères

impliqués et même les quantites relatives de ihaque monomère présent dans le

poiy-ir" frnal [4,5]. On peut aussi étudier la stéréochimie de polymères car le

positionnement d;'gr""p.s orientés differemment stéréochimiquement donne

des pyrolysats differents [6].

Quand un copolymère est pyrolysé, le pyrogralnme obtenu peut être

insez càmpfique, .ô*tt e dans le^ ôas de polyoléfines, ou plus simple si la

chaîne po$merique se fragmente en un seul type de monomère'

Si les monomères sont tous des méthacrylates par exemple, le

pyrogfamme montrera des pics majoritaires corespondant à chaque monomère

mis enjeu [7].

Il est possible d'obtenir des informations indiquant si l'échantillon est

un mélange physique d'homopolynères, ou s'il résulte de la copolymérisation

de monomères. Dans ce dernier cas, les fragments présents comporteront les

molécules des deux monomères.
Il est possible d'identifier de petits fragments provenant de I'un ou

l'autre des monomères, et donc d'étudier I'effet des concentrations relatives

des monomères sur I'abondance des pics spécifiques du pyrogramme'

L.4.2. Criminalistique

L'application de la pyrolyse à l'étude d'affaires en criminalistique a une

longue histoire bien documentee dont une étude de la pyrolyse couplée à la

,p.rt ornétrie de masse en 1977 par Saferll.i" et Manura [8], et une revue

gerrera. par wheals [g]. une large variété d'échantillons a été étudiée coÏnme

du chewing-gum, des eiements càoutchouteux et plastiques d'automobiles, des

drogues et des taches de sang.

L'application la plus répandue est l'analyse d'écailles de peinture, une

. application- standard A. nombreux laboratoires aidés par d'importantes

bibliothèques de pyrogrammes et d'exemples de produits- Munson et coll. [10]

ont décrit leur râvail utilisant la pyrolyse couplée à la CGAvIS pour I'analyse

d'échantillons de peinture, et Fukuàa ti tl a publié des résultats sur presque 80

types de peinturei utilisées dans l'industrie automobile japonaise. La même

technique peut être appliquée à des peinnres de façades, des revêtements de

surface cornme les vemis pour instruments de musique.
Il n'est pas toujours nécessaire d'identifier tous les constituants du

produit pour àff.rto"r des comparaisons ente peintures. Par exemple,
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l,inversion de l'abondance relative de pics prépondérants dans des

pyrogrammes de diverses peintures peut suffire à les différencier'

1.4.3. Fibres et textiles

Presquetouslesvêtementssontfaitsdefibresdepolymèresnaturels
comme lesirotéines de soie et de laine, la cellulose du coton, ou de polynères

synthétiqu., ,o*-e les nylons et les polyesters, ou d'un mélange des deux

(naturel et synthétique). Cômme ces polymères sont chimiquement differents,

les pyrolysais résultant sont tous disiincts et permettent réellement d'analyser

les fibres.
Tsuge et coll. [12] ont réalisé un travail significatif pour analyser et

comparer âifférents ttytottt. Une étude compalable a été réalisée par Saglam

[13] sur des copoly-ér., de méthacrylatelacrylonitrile et acrylate. Un article

de revue d'anatyse âe fibres par pyrolyse couplée à la spectrométrie de masse a

été publié Par Huges et coll. [14]'

1.4.4. Papiers, encres et photocopies

Le papier, constitué principalement de cellulose, les encres

d'imprim.ri.,^d. stytos et de phôtocopies, ont été analysés par pyrolyse, sous

forme de pioduiti purs o" complexes, provenant. de. documents réels'

Zimmerman et coll. [i5] ont utiliséia pyrolyse couplée à la chromatographie

en phase gazeuse p-o"i étendre t'ideniification spécifique de rouleaux de

photocopieirses. L'encre de stylos à bille, différents papiers et I'empreinte de

pt oto.opieurs ont été analyséi en utilisant une combinaison d'échantillons de

référence et de pyrolyses par Wampler et Levy [16]'

1.4.5. Oeuvres d'art et pièces de musées

Des oeuvres d'art de valeur cornme les peintures, les meubles et les

pièces archéologiques sont souvent étudiées par pyrolyse des matériaux non

volatiles utilisés dans leur confection. Les peintures, vernis, glus, pigments,

cires et reliures sont analysés dans des buts d'authentif,rcation etlou de

conservation. [17,18]
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L.4.6. Produits naturels et biologiques

Un domaine d'étude en pyrolyse qui voit son intérêt grandir rapidement

est l'application aux biopotymères et 1ux produits -naturels' Bien que les

sources de carburant [1920j, les produits pétroliers [21,22] et les charbons

[23,24]soient étudiés àepurs-des décennies, des analyses récentes par pyrolyse

ont été menées sur ces composés, de même que sur les produits du sol [25], les

micro-organismes 126,271et la biomasse [28]'

Bien que les échantillons biologiques soient plus complexes que des

polynère, p*r, leur dégradation doit suiwe les mêmes types de processus

,hi-iq,r.s, 
^ 

produisant une distribution d'éléments volatils, QUi, même

complêxe, est aussi représentative du produit de départ.

Les biopolymères comprennent les polyamides, comme les protéines et

les polysaccharidâs ou la cellulose. Les produits biologiques sont des systèmes

compléxes basés sur de tels biopolymères, avec d'autres composants, parfois

caractéristiques. Le bois p*.*ê*ple, constitué des macromolécules de base

cellulose et iignine ; présente différentes essences définies par la présence et la

quantité de substances additionnelles, pouvant inclure des terpènes'

ct,û,
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2. Pyrolyse thermique et
spectrométrie de masse

2.1. INTRODUCTION

La specftométrie de masse associée à la pyrolyse peut prendre deux

formes ins^tumentales voisines faisant généralement appel à un analyseur

quadripolaire :

J la pyrolyse MS, donne une empreinte spectrale globale du mélange de

moléculés formées lors de la pyrolyse. Le montage du système commercial

RAPyD 400 illusre cette technique.
./ la pyrolyse GCAvtS, les pyrolysats sont séparés par chromatographie en

phase gaveuse, avant I'analyse par spectrométrie de masse. Nous exposons

le montage pyrolyseur - GC/\4S de nofie laboratoire.

L'ionisation des molécules est, dans les deux cas de figure, faite par

impact élecfonique ou ionisations chimiques. Nous rappelons les principes

généraux de l'impact élecûonique, seul mode d'ionisation utilisé lors de ce

travail.
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Chapitre II : Py'olyse thermique el spectromètrie de masse L'imlnct électronique

2.2. L',IMPACT ELECTRONIQUE

Les deux modes d'ionisation accessibles avec un spectromètre de masse

à filtre quadripolaire sont f impact électronique et I'ionisation chimique en

mode positif ou négatif.
Dans noûe fiavail, nous avons uniquement utilisé I'impact électronique

à 10 eV et à 70 eV. Seul ce mode sera donc développé'

2.2.1. Principe

L'interaction entre les électrons accélérés et les molécules neutres

présentes dans la source du spectromètre de masse conduit à des ions positifs

et négatifs
Dans le cas présent, seuls les ions positifs majoritairement créés par

impact électronique sont pris en compte. La principale réaction de formation

des ions positifs est :

I'ionisation simple AB + e- + AB'* + 2e-

u, /url \ç/ t\
Fr* Fr.* Fr,*

AB : molécule de déPart,
Ç: constante de vitesse,
F*-: fragments.

Un électron enfre en collision avec la molécule AB et provoque

l'éjection d'un élecfron.

Dans les conditions usuelles, la formation d'ions moléculaires

doublement chargés est négligeable. (1)

2.2.1.1. Courbe d'ionisation

Les variations de courant d'ions en fonction de l'énergie des électrons
ionisants sont représentées par une courbe d'ionisation (figure 2-2.1)-

Celle-ci se compose de quate parties:

./ une zone seuil,

2 l



,/ une zone linéaire de croissance rapide,

./ un maximum,

./ puis une zone de décroissance lente (2)'

Zone de décroissance lente

Zone linéaire de croissance rapide
(Fragments > ions moléculaires)

Figure 2.2.1 Courbe d'ionisation représentant l'abondance des ions (Ei* : somme

ionique) enfonction de l'énergie des électrons incidents.

L'efficacité d'ionisation croit rapidement pour une énergie comprise

entre 15 et 40 eV. Un maximum est atteint aux environs de 50 eV pour la

plupart des molécules organiques.

Le potentiel d'ionisation d'une molécule est l'énergie nécessaire pour

arracher un électron de l'orbitale moléculaire occupée de plus haute énergie. Il

coffespond approximativement au seuil de la courbe relative au courant d'ions

total (TIC).
pour une substance donnée, il est possible d'accroître le taux

d'ionisation en augmentant :

{ l'énergie des électrons (cf. courbe d'ionisation),

{ laquantité des électrons émis (courant d'émission),

,/ laquantité d'échantillon dans la source, bien qu'une forte pression

puiise enfiaîner l' apparition de réactions ions-molécules.
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2.2.1.2. Conclusion

L'impact électronique est un mode d'ionisation qui offre de nombreux

avantages :

/ une grande souplesse d'utilisation,

{ vnebonne efficacité d'ionisation,

{ unconfiôle précis de I'intensité du faisceau d'élecftons,

/ une stabilité et une reproductibilité du processus d'ionisation (à 70 eV).

Son principal inconvénient est en général la très faible proportion d'ions

moléculaires préients dans le spectre de masse. Il est toutefois possible de

favoriser leui formation en diminuant l'énergie des électrons jusqu'à une

valeur voisine de 10 ev ou mieux, en utilisant I'ionisation chimique.

A I'inverse, les nombreux fragments obtenus permettent de vérifier ou

d'élucider rapidement, en combinaison avec d'autres techniques (spectre IR,

lfv, RMN, eic...), la structure chimique de la substance analysée.

Enfin, les specffes de masse de réference qui servent à l'élaboration de

bibliothèques sont tous réalisés en impact électronique à 70 eV.
pour faciliter I'exploitation des spectres de masse, beaucoup d'auteurs

ont proposé des pror.ttni types de fragmentations pour une grande quantité de

molécules organiques (3, 4, 5).

cL
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2.3. LA PYROLYSE PAR POINT CURIE/MS

Le premier couplage pyrolyseur/specffomètre de masse a probablement

étédécritparMeuzelaaretKistemakeren|973(6).
cet instrument utilisait la méthode de pyrolyse par point curie décrite

par Giacobbo et Simon (7), et était basé- sur un specftomètre de masse

quadripolaire. Ce système dônna naissance à deux instruments commerciaux,

cependant leur coût était trop élevé'
Il fallu attendre des àodèles automatisés et des systèmes de traitement

de données statistiques performants pour obtenir des appareils plus abordables

et plus aisés d'utilisation. Un des côuplages les plus récents, le RAPyD 400

çUôrizon Instruments), offre une gamme de masse de 12 à 400 u'

La pyrolyse MS a trouvé de nombreuses applications en microbiologie,

géochimie,-etensciencesdusoletdespolymères(8).

2.3.1. Description du montage commercial RAPyD 400

Cet instrument utilise rm specfiomèffe de masse quadripolaire' la

volatilisation et I'introduction des échantillons sont assurées par un chauffage

par point Curie.
Le système est automatisé et peut contenir jusqu'à 150 échantillons qui

sont immédiatement analYsables'
Le système comporte fiois éléments de base, voire la figure 2'3'l :

- le système de vide (pompe turbomoléculaire)
- le système d'introduction
- I' analyseur quadriPolaire

Airnant

Filament

Chauffage

let moléculaire chauffé Multiplicaæur

Anode

Figure 2.3.1 Schéma général du MPyD 400



Chapitre II : Pyrolyse thermique et spectromètrie de masse I'a pyrolyse MS

Le système d'introduction de l'échantitlon est connecté à la source

d'ions par un tube chauffé. Autour de la source est placé un doigt froid

réfng&epar de I'azote liquide, qui capte le surplus de produits issus de la

pyrùse, permettant d'éviter toute interference entre deux analyses'

A tour de rôle, chaque tube placé dans le chargeur automatique, est

présenté au système diintroduction. Le joint, qui obture le tube

d'échantillonnage est utilisé pour créer un espace clos contre la source d'ions'

L, atr contenu dans te tube est évacué, ce qui permet de créer un espace

d'expansion enfte l'échantillon et la source d'ions'

Quand une pyrolyse est effectuée, le pyrolysat s'étend dans l'espace

vacant et atteint la source d'ions par un passage chauffé. En arrivant dans la

source d'ionisation, Le gaz de pyrolysats est soumis à un bombardement

électronique d'une'energie nominale de 25 eV. Les molécules ionisées

résultantes sont accélérées vers I'analyseur quadripolaire. Le specffe de masse

des pyrolysats est enregistré à I'aide d'un multiplicateur d'électrons opérant en

mode compte/Pulse.

2.3.2. L'analYse des données

Afin de réduire la complexité du spectre de masse obtenu pour

l,ensemble des molécules issues d'une même pyrolyse, on fait appel à des

traitements statistiques.
Ces techniques numériques permettent I'identification ou la

différenciation des Jubstances chimiques. C'est un moyen de faire des mesures

quantitatives relativement plus simples, et ensuite d'utiliser les données

obtenues pour avoir un plus grand nombre d'informations sur les différences

entre les échantillons-

La specffométrie de masse est particulièrement adaptée à l'analyse

statistique des données pour deux raisons :

J en spectrométrie de masse quadripolaire, la résolution (n/Am) est

constante. Si z: 1, la séparation entre deux pics est d'une unité de masse

atomique. Les ions sont ènregisfés selon une certaine gamme de masses

entières,
./ il est possible de mesurer (et de numériser) l'intensité relative des ions pour

chaque rapport masse/charge. Le résultat se présente sous forme d'une

mafrice de âonnées à deux dimensions pour chaque composé analysé.
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Les méthodes statistiques à variables multiples permettent de réduire la

complexité de ces matrices à une forme plus interprétable, généralement des

graphiques en derx ou trois dimensions seulement. Ceci est réalisé par

f analyie en composantes principales, l'analyse par variables canoniques et les

analyses d' agré gation.

2.3.3. Les avantages

Les specffes de masse sont caractéristiques des échantillons et permettent

des identifications par "empreinte spectrale".

Les analyses sont très raPides.

L'échelle de masse linéaire et reproductible facilite la collection de

renseignements pour le traitement informatique.

Le transfert des molécules du pyrolyseur au spectromètre de masse est très

efficace permettant une grande sensibilité de détection des molécules.

Le système est facilement automatisable.

La rapidité d'analyse permet |e passage d'étalons pouvant donner des

renseignements sur la nature de l'échantillon analysé'

2.3.4. Les inconvénients

,/ Un seul composé peut donner plusieurs pics sur le spectre.

,/ Plusieurs composés peuvent donner le même ion fragment.

./ Les composés isomériques ne sont pas differenciés car ils donnent le

même pic sur le sPectre de masse.

J
J

./

J
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2.4. LE COUPLAGE PYROLYSE GCMS

2.4.1. Introduction

Le couplage de la pyrolyse avec unsystème de chromatographie en

phase g-..rr. associée à'la 
'spectrométrie 

de masse permet d'allier les

avantages de separation de la ôhromatographie avec ceux de détection et

d,identification de la specfiométrie de masse. I1 est appliqué à l'étude des

mélanges gazeux de composés pyrolysés'

Nous avons choisi un pyrolyseur à filament résistif (description chapitre

I) qui permet d'utiliser *. l.g. grmtme continue de températures (incrément

de 1"C). L'analyse d'échantitlôns polymériques, quelquefo-is de type inconnu,

nécessite * u..1, rapide à des températures de pyrolyse differentes.

Cet appareil pirmet d'analyier des échantillons aussi bien solides que

liquides. n. pt.n, i'introduction de l'échantillon avec une sonde permet de

retirer aisément les résidus non vaporisés après pyrolyse de I'enceinte'

La multitude de produits formés par pyrolyse de produits polymériques

naturels nous a conduit à opter pour une séparation chromatographique

préalable à I'analyse par spectrômétrie de masse. Le tri effectué par la colonne

p..-.t d'individûaliier Chaqrre molécule et d'obtenir un spectre de masse

chaque molécule est plus facile que dans un spectre

La rêcherche des mécanismes de pyrolyse est aussi

caractéristique.
L'identification de

global de pyrolYse MS.
facilitée.

27



Ch*itrc ll , Prrolræ th"rri*" 
"t *""t'o*ét'i" d" mosse In pyrolyse GCÂ4S

2.4.2. L'apPareillage GC/MS

Le montage de chromatographie en phase gzveuse couplée à la

spectrométrie comporte, classiquement (figure 2'4'l) '

Gaz vecteur

F+i;i;",ffit;i; ill

Pyrolyseur

Détecteur

Signal

Chromatographie
en phase gazeuse

Source
d'ions

Spectromètre de masse
quadripolaire

Figure 2.4.1 Schéma de principe du GC/MS (HP 5890 A)

Un chromatographe en phase gazeuse comprenant un système de

régulation .n [- t .cteur, une colonne de chromatographie située_ dans ur

foiy programÀable en température, un système de transfert de l'échantillon

en pti^. roapeur vers la source du spectromètre de masse.

Une source d'ions qui ionise la substance à analyser, formant des espèces

ioniques differentes qui seront accélérées, focalisées et conduites vers le

filtre de masse.
un filtre de masse ou analyseur qui sépare les espèces ioniques en

faisceaux distincts, individualisés et caractérisés par le rapport

masse/charge des ions qui composent chacun d'eux'

Un détectetn (multiplicateur d'élecfions à dynode continue) qui collecte les

ions et amplifie le signal obtenu.

Un système de pompage qui maintient le vide enffe 2.10-6 et 5.10-7 ton

dans tout le spectro;rètr. d. -^t., composé de pompes à palettes qui

assurent le vidè primaire et de pompes à diffusion pour le vide plus poussé.

Un ensemble informatique dont les fonctions sont I'intégration, le

traitement et le stockage des données.
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2.4.2.1. La chromatographie en phase gazeuse

La chromatographie giveuse (GC) constitue la première étape de la
séparation bidimensionnelle réalisée par le couplage GCA4S.

Introduite dès 1952 par James et Martin, la chromatographie gazJiquide
(CGL) peut être définie comme une méthode de migration differentielle,
affectant deux ou plusieurs composés d'un mélffig€, par enfraînement au
moyen d'une phase mobile gzveuse et passage sur une phase fixe dite
stationnaire qui présente une affinité distincte pour chacun des composés à
séparer. Entre ces deux phases s'établit une succession d'échanges aboutissant
à des équilibres.

Dans le type de chromatographie retenue, la phase mobile est gazeuse et
la phase stationnaire est un film (9,10).

2.4.2.I .I. Le système d'injection

La substance à analyser, migrant dans la phase mobile gzveuse, doit se
trouver à l'état de vapeur à I'intérieur de la colonne. La volatilisation a lieu
dans I'injecteur du chromatographe pour les échantillons liquides. Dans le cas
des composés issus de la pyrolyse, l'état gazevxy est maintenu.

Nous allons décrire deux types d'injecteur .
./ SpliVsplitless (avec ou sans division),
./ "On-column" (dans la colonne).

L'injecteur Split (ovec division)

L'injecteur en division conventionnel est à vaporisation flash.
La fraction liquide, introduite avec une seringue, est immédiatement

volatilisée et une petite fraction des produits vaporisés est introduite dans la
colonne, tandis que la majeure partie est ventilée vers I'extérieur (figure 2.4.2).
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Gaz
vecteur

Valve
pointeau

Chambre de
Taux de
division

(flux colonne ivaponsatron

flux total)

i Valve

{pointeau

Figure 2.4.2 Injecteur avec division

Ce type d'injecteur induit des discriminations de détection des differents
composés, dues à la quantité, la volatilité et la polarité de chacun d'entre eux.
La non linéarité peut être minimisée par une évaporation complète de
l'échantillon, suivie d'une homogénéisation avec le gaz porteur avant
I'introduction dans la colonne. Ceci peut se faire par :

/ une augmentation de la température d'injection;
/ une optimisation de la configuration de la chambre d'injection (forme

des liners') (figure 2.4.3).

Figure 2.4.3 Forme des liners

I tiner . tube en quartz de géométrie variable pernettant la vaporisation des molecules et leur mélange au gaz
vecteur.

A

B

Liner ouvert

Liner ouvert avec purge
du septum

Liner ouvert avec volume
d'expansion

Liner ouvert avec une
contraction conique

Liner direct On-column

AC, D, E : régulation du flux
ou de la pression

B : régulation de la pression
uniquement
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L' inj ecteur Splitless (sans divis ion)

Dans cette configuration, la totalité de l'échantillon est injecté dans la
colonne.

Après l'injection, on applique un temps de latence (de 30 à 80 sec.)
pendant lequel les vapeurs solvant-solutés peuvent atteindre la colonne. Les
vapeurs résiduelles sont évacuées vers la ligne de purge.

L'intervalle de temps entre I'injection et la ventilation est fonction du
solvant, des solutés, du volume de la chambre de vaporisation, du volume
injecté, de la vitesse d'injection et de la vélocité du gaz vecteur.

Représentation de l' injecteur
avant et après l'injection.

Représentation de I' injecteur
pendant I'injection

Figure 2.4.4 Représentation schématique de I'injecteur sans division

Les performances de l'injecteur sans division dépendent de
I'optimisation des variables expérimentales suivantes :

- la taille de l'échantillon,
- la vitesse d'injection,
- le temps de purge,
- la température d'injection,
- la température initiale de la colonne,
- la sélection du gaz porteur,
- le taux de flux.

Des règles ne peuvent pas être avancées et certaines des variables ne
peuvent être ajustées que par des essais successifs.
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Chapitre II : Pyrolyse thermique et spectromëtrie de mqsse La pyrolyse GCA4S

Cependant, certaines erreurs caractéristiques peuvent être éliminées. En
injection sans division, la largeur des pics est affectée par deux phénomènes :
./ Elægissement des pics dans le temps, qui est dû au transfert lent de la

chambre de vaporisation vers la tête de colonne (quelques millisecondes).
Il est éliminé par deux techniques :

X l'ffit de solvant : la température de la colonne est inferieure de 20 à
30"C à la température d'ébullition du solvant. Le solvant se concentre
en tête de colonne où il est retenu par la phase stationnaire. Ce
bouchon liquide agit temporairement comme un film de phase
stationnaire épais, retenant les solutés vaporisés.

X la focalisation thermique : le solvant reste vaporisé tandis que les
solutés sont condensés sur la phase stationnaire. La température de la
colonne est supérieure à la température de vaporisation du solvant.

./ Elargissement des pics dans I'espace, une fois dans la colonne, les solutés
se répandent dans une partie de la longueur de la colonne, principalement
en inondant la phase liquide.
X Un Piège de rétention ("Retention Gap' ), longueur de colonne sans

phase placée avant la colonne de séparation, permet de réduire ce
phénomène.
Les solutés ont un taux de partition k proche de zéro. Après
l'évaporation du solvant, tous les solutés répandus dans la partie
flottante sont amenés dans la phase de la colonne où ils sont retenus
(f,rgure 2.4.5).

- Partie sans phase --

_  
* O -  

|  a r

vçÇtçur T-- l-r stationnaire
Zone flottante où les solutés diffusent

k :0

l. Solvant et solutés se déplacent dans la zone flottante de I'arrière vers
I'avant,

2. Concentration des solutés dans le solvant : k solutés: I à 5 fois k solvant
3. Concentration des solutés dans la phase stationnaire: k solutés >> k

Figure 2.4.5 Mode defonctionnement du Retention Gap
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L' inj ecteur On-Column (sur colonne)

Le système permet d'introduire les échantillons directement dans la
colonne.

Certains paramètres sont en relation les uns avec les autres . la
température initiale de la colonne, la nature du solvant, le taux d'injection, le
volume injecté et l'échelle d'ébullition des composés de l'échantillon.

Cette technique est idéale pour les échantillons de volume compris entre
0,5 et 2 pl.L'injection doit être faite le plus rapidement possible avec une
température de four inferieure ou égale au point d'ébullition du solvant.

L'injection rapide permet une diffusion rapide de l'échantillon dans la
colonne sans discrimination de volatilité ou de composition chimique.

La température du four doit être plus élevée que pour une injection sans
division. En effet, l'échantillon doit être évaporé instantanément. Pendant
I'injection, solvant et solutés s'étalent dans la phase stationnaire jusqu'à ce
qu'un film stable de solvant soit formé par le gaz vecteur. Il est essentiel de
réduire la longueur mouillée, car les solutés sont distribués sur toute la distance
(figure 2.4.6).

t

A L'échantillon est distribué sur la zone humide.
B Les composés les plus volatils commencent à se condenser dans le solvant.
C Les composés les moins volatils restent sur la phase stationnaire.
C' Les composés volatils sont recondensés par le piège solvant, pendant que les

composés moins volatils se distribuent le long de la zone humide.
D La refocalisation peut être effectuée en appliquant un piège de rétention.

33
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En absence de solvant, comme dans le cas de la pyrolyse, Ia
condensation des composés sur la colonne est induite par une température
faible de l'injecteur eVou de la colonne. En utilisant un piège cryogénique, la
condensation en tête de colonne est rapide. La longueur de phase mouillée est
réduite ce qui améliore la forme des pics et la résolution.

/ Ses avantages : élimination des discriminations,
élimination d' altérations de l'échantillon"
haute précision analytique,
indépendance de l'opérateur.

/ Ses désavantages: les échantillons doivent être relativement propres,
les composés non volatils peuvent migrer dans
colonne,
les échantillons doivent être dilués.

la

2.4.2.1.2. Le gaz vecteur

Le choix du gaz vecteur
Deemter (figure 2.4.7).

se fait par I'observation des courbes de Van

H.E.P.T.
(rnm) cn à175 "c

k :4 ,95
Colonne WCOT
OV 101 0,4 pm
25 mm x 0,25 mm

1,2

1 .0

0,8

0,6

0,4

0.2

20 30 40 50

Vitesse linéaire

80 90 100

U cm/sec

Figure 2.4.7 Courbe de Van Deemter représentant H.E.P.T.: f(U)
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Ces hyperboles, caractéristiques des trois gaz les plus couramment
utilisés, représentent la valeur de la H.E.P.T. (Hauteur Equivalente à un
Plateau Théorique) en fonction de U (vitesse linéaire moyenne du gaz vecteur).
Rappelons que la notion de H.E.P.T. est directement liée au nombre de
plateaux théoriques n qui permet d'estimer l'eff,rcacité de la colonne de
chromatographie (ll, l2).

HEPT:Lln
L : longueur de la colonne
n : nombre de plateaux théoriques

Pour un gM donné, il correspond à une valeur critique de U (U opt.) une
hauteur équivalent à un plateau théorique minimum (H.E.P.T. min.) pour
laquelle I'efficacité de la colonne est optimale (13).

Pour des vitesses linéaires moyennes plus grandes que la valeur de U
opt., la perte d'efficacité de la colonne est moindre avec l'usage de I'hélium ou
de l'hydrogène. L'utilisation de ces deux gM permet de travailler avec des
vitesses plus grandes que celles correspondant à l'optimum, diminuant
notablement le temps d'analyse, sans pour cela altérer sévèrement les
performances de la colonne.

2.4.2.1.3. Le four du chromatographe

C'est une enceinte close, thermostatée, dont la température peut êfre soit
maintenue constante (mode isotherme), soit programmée dans le temps suivant
différents gradients de température (mode programmation).

2.4.2.1.4. La colonne de chromatographie

C'est l'élément de base du chromatographe (14); son rôle est de séparer
complètement les differents constituants d'un mélange complexe dans le temps
le plus court possible avec les meilleures performances possibles.

Les colonnes capillaires sont constituées par un capillaire en silice
fondue étiré sur une longueur variable (0,3 à 100 m) et gainé extérieurement
d'un revêtement de Téflon.

La phase stationnaire est déposée sur la paroi interne du capillaire sous
la forme d'un film dont l'épaisseur varie entre 0,I2 et0,25 pm, ménageant une
lumière centrale de diamèfte compris enfre 0,2 et 0,3 mm.
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La phase stationnaire permet de séparer les composés sur la base de leur
point d'ébullition (phases non-polaires). Plus la polarité de la phase
stationnaire augmente, plus les composés polaires sont retenus en fonction de
l'interaction des dipoles et les liaisons hydrogène. Les composés polaires
seront davantage retenus que les composés non-polaires.

Les qualités d'une colonne capillaire sont évaluées par quatre
paramètres :
./ l'efficacité, qui est fonction du nombre de plateaux théoriques n et donc de

la hauteur équivalente à un plateau théorique :
HEPT:Lln: f (U)

la sélectivité c qui rend compte de la position relative de deux pics
consécutifs,
la résolution R qui permet d'estimer le degré de séparation de deux pics
consécutifs,
le coefficient d'imprégnation C% qui évalue I'efficacité de remplissage de
la colonne capillaire en phase stationnaire.

Dans nofie stratégie d'analyse des matériaux polymériques, nous avons
opté pour des phases stationnaires non-polaires (FPl). Ces phases séparent les
composés essentiellement en fonction de leur point d'ébullition.

Les phases non-polaires permettent grâce à leur stabilité thermique
d'explorer des températures allant de -60oC à 350'C. Un avantage
supplémentaire de la stabilité thermique des phases est un bruit de fond nès
faible (faible décomposition de la phase), permettant de détecter les pics de
faibles intensités

Les longueurs de colonne sont de 25 mèftes. Dans un souci économique,
nous avons opté pour un changement régulier des colonnes plutôt qu'une
meilleure séparation sur une colonne plus longue. Ce changement régulier
permet d'avoir des performances correctes pour la recherche des éléments
minoritaires présents dans le cas des polyrnères naturels, en particulier.

2.4.2.1.5. La ligne de transfert

L'emploi de colonne capillaire en silice fondue, parfaitement souple et
pratiquement incassable, évite I'emploi de séparateurs (à jet moléculaire ou à
membrane) toujours indispensables lors du couplage d'une colonne remplie à
un specfromètre de masse. Les faibles débits en gaz vecteur (l à 2 mVmin)

,/
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sont en effet compatibles avec le vide intense qui existe dans le compartiment
source du spectromètre de masse.

La ligne de transfert entre le chromatographe en phase gtveuse et le
spectromètre de masse est constituée par un capillaire métallique placé dans
une enceinte chauffee et à l'intérieure de laquelle se trouve la colonne. Par ce
couplage direct, les composés sont acheminés jusqu'à I'entrée de la source où
ils pénètrent tour à tour en fonction de leur temps de rétention respectifs.

2.4.2.2. Le spectromètre de masse (Filtre quadripolaire, HP 5890 Série II)

2.4.2.2.1. La source d'ions

Les molécules neutres qui parviennent à I'intérieur du spectromètre de
masse sont ionisées dans une chambre en acier inoxvdable d'un volume réduit
de I'ordre du cm3. (15, I 6,77)

La source d'ions est composée des éléments suivants (figure 2.4.8):

Repousseur

Chambre
d'ionisation
chimique

Trappe ionique

ilil
\

\

Lentille
d'extraction

i l
-']

, \
)
: l

Résistances
chauffantes

Filament

Chambre d'ionisation (A) Analyseur quadripolaire i

ilL
I

Lentille de
focalisation (C)

Figure 2-4.8 Schéma de la source d'ionisation

- un filament émetteur d'électrons,
- un collecteur d'électrons ou trappe ionique,
- une chambre d'ionisation (A),
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- un repousseur,
- des lentilles d'extraction (B) et de focalisation (C),
- un système de chauffage et de contrôle des températures,
- un ensemble de deux aimants, qui impose une trajectoire
hélicoidate aux élecfrons émis, disposés de part et d'autre du
filament et de la ftappe ionique (D).

La géométrie de la chambre d'ionisation peut être modifiée permettant
d'utiliser trois méthodes basées sur l'impact électronique (18) (figore 2.4.9) :

,/ I'impactélectronique,
./ les ionisations chimiques positive et négative.

Figure 2.4.9 Représentation de la chombre d'ionisation dans les deux modes

Chambre d'ionisation
en configuration impact

ru
Chambre d'ionisation

en configuration ionisation chimique
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2.4.2.2.2. Principe defonctionnement de la source d'ions à impact électronique

Les molécules neutres innoduites dans la chambre d'ionisation sont
soumises à I'action d'un faisceau d'électrons obtenu par émission
thermoélectronique à partir d'un filament en rhénium ou en tungstène porté à
haute température (2000"C) (figure 2.4.10).

Substance

o
oo

oo

Mesure du
courant

d'émission

I Mesure du courant
de trappe

Analyseur Traj ectoire hélicoïdale
des électrons émis

Figure 2.4.10 Fonctionnement de la source d'ions en mode impact électronique.

Les électrons sont accélérés au moyen d'une difference de potentiel
appliquée entre le filament et le bloc source. Ils traversent [a chambre
d'ionisation et sont recueillis sur une anode ou trappe d'ions située à I'opposé
du filament.

Durant lew traversée, un faible champ magnétique dirigé entre le
filament et la frappe ionique impose aux élecfrons émis une trajectoire
hélicoïdale qui accroît considérablement la probabilité de collisions avec les
molécules neuftes présentes dans la source.

Les élecfons qui frappent la paroi de la source constituent le courant
d'émission, dont l'intensité varie avec le chauffage du filament (3 à 4
ampères). Il représente la quantité d'électrons ionisants émis par le filament.

Les électrons qui pénèfient dans la source constituent le courant
d'ionisation, dont I'intensité varie en fonction de I'intensité qui parcourt le
filament.

Le courant d'élecfions recueilli au niveau de la ffappe (enûe 100 et 200
mA) sert à réguler le chauffage du filament et donc la quantité d'électrons
émis.
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Un faible champ électrique transversal de quelques volts, créé par une
élecftode (le repousseur), provoque la sortie des ions.

Ils sont accélérés puis focalisés par une optique cylindrique composée
de plaques métalliques parallèles, percées de fentes et portées à des potentiels
convenables, qui procure l'énergie cinétique voulue aux ions. Le faisceau
d'ions pénètre ensuite dans le filtre de masse.

La source d'ions est maintenue à une tempérahre de I'ordre de 200"C,
pour éviter la condensation des produits à analyser sur les parois de la chambre
d'ionisation.

2.4.2.2.3. Nécessité du vide

Le vide qui règne dans le c-ompartiment source du spectromètre de
masse est de I'ordre de 2.10' à 5.10-' torr; ceci est nécessaire car (19) :
./ les ions produits dans la source doivent atteindre le détecteur sans subir de

collisions,
./ pour des pressions supérieures à 0,5 torr, des réactions ions-molécules

peuvent avoir lieu dans la source, ce qui modifie les fragmentations,
,/ l'air s'ionise avec l'échantillon, ce qui introduit des pics parasites dans le

spectre de masse de l'échantillon,
,/ le filament et le détecteur sont particulièrement sensibles à I'oxygène.

La distance moyenne parcourue par une molécule neutre sans subir de
collisions est appelée libre parcours moyen. A la pression de la source, il est de
l'ordre de quelques dizaines de mètres ce qui est bien supérieur à la distance
pow atteindre le détecteur (environ 50 cm).

Ainsi, les réactions ion-molécules sont pratiquement inexistantes. Le
temps de résidence d'un ion dans la source du spectromètre de masse est
d'environ de 10-6 s. : ce temps varie légèrement avec le potentiel du
repousseur.

2.4.2.2.4.L' analyseur quadripo laire

Les performances d'un tel analyseur sont liées à fiois paramètres (20) :
la limite en masse qui détermine la valeur limite du rapport mlz
mesurable,
la transmission qui est le rapport entre le nombre d'ions arrivant au
détecteur et celui produit dans la source,

./

./
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,/ la résolution R qui définit la capacité à séparer deux pics de rapport mlz
voisins. On admet que deux pis sont résolus lorsque I'intensité de la
vallée entre ces pics égale lÙYo de I'intensité du pic le plus faible
(résolution à l0%) (figure 2.4.11).

n=ffi

Figure 2.4.1I Définition de la résolution (M à l0 % de vallée)

Les premières utilisations du quadripôle comme analyseur en
spectrométrie de minse ont été réalisées au début des années 1950 par Paul et
Steinwedel (21). Son principe, particulièrement complexe, a été largement
étudié par Camp ana (22) et Dawson (23).

Description dufiltre de masse

Le but du filne de masse ou analyseur de masse est de disperser le
faisceau primaire, non résolu, composé d'ions moléculaires et de fragments
obtenus à l'intérieur d'une chambre d'ionisation après impact électronique ou
ionisation chimique, en faisceau d'ions individualisés caractérisés par leur
rapport masse sur charge.

L'analyseur quadripolaire est constitué de quatre barres métalliques
parallèles situées au sommet d'un carré. Les barres opposées, reliées
électriquement deux à deux, sont portées au même potentiel *(Do ou -(Do et les
barres adjacentes sont portées au potentiel opposé. Ce potentiel comprend une
composante continue U et une composante sinusoïdale Vcoscot.
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Equations de motnemenl et principe de séparation des ions

Dans le système de coordonnées (x, y, z), les ions se déplacent selon
I'axe z. Ils sont soumis au champ électrique dérivant du potentiel @(x,y)
appliqué entre les barres. On a alors le système d'équations suivant (20,22).

m(dzxld() : -ze(ô@/ôx)

m(d2yldl) : -ze(ôo/ôy)
m(d'zldt") : 0
o(*,y) - ôo("'- ylhoz

Après calcul et en posant u : x ou y, 1 = aTJ2, ar: Sze[J/mrs2a2 et
q,,,:4zeYlmr02a2,on obtient les équations de Mathieu.

d2u/d12 + (a" -2q,cos}\)u : 0

La résolution des équations de Mathieu conduit à deux
solutions (24):
./ les traiectoires stables, I'ion se propage dans la direction de

1'analyseur avec des oscillations d'amplitudes inferieures à re,

Y

@
9

,/ les trajectoires instables où I'amplitude des oscillations croît
exponentiellement, l'ion se décharge sur les barres.
Les ions plus légers que la masse choisie, se rapprochent des électrodes
chargées positivement (ære des x), malgré les charges répulsives existantes.
Les ions plus lourds que la masse choisie finissent par percuter les
électrodes chargées négativement (axe des y).

Les couples de solutions (a.,, q,) pour lesquels la trajectoire de l'ion est
stable sont représentés sur le diagramme de stabilité (figure 2.4.12). Les
conditions intéressantes pour la spectrométrie de masse sont celles pour
lesquelles a et q ont des valeurs inferieures à I'unité.

classes de

l'axe Z de
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t2

8

4

n 1

0,8

Figure 2.4.12 Diagramme de stabilité dans les axes X et Y (doc. Finnigan Mat.)

Pour ul couple U et V donné, rs et o étant fixés, les ions de rappott mlz
differents sont sur une droite appelée droite de fonctionnement d'équation :

a": 2(UA/)9,

Cette droite coupe le diagramme de stabilité en deux points (mlz)r et
(mlz)r.Seuls les ions pour lesquels la valeur mlz est comprise entre (mlz)1 et
(mlz)zont des trajectoires stables et sont transmis par le quadripôle.

Si le rapport UA/ est bien choisi, la droite de fonctionnement poulra
couper la zone de stabilité en son sommet, réduisant la gamme de valeurs de
mlitransmises par le quadripôle. C'est donc le rapport (UA/) qui détermine la
résolution R.

Le balayage des valeurs U et V, tout en gardant le rapport (UAi)
constant permet d'amener successivement les differentes valeurs de m/z dans
lazone de stabilité (frgure 2.4.13).

Le quadripôle ftansmet donc les ions dans I'ordre croissant des valeurs

mlz avec une résolution R (: ÂM/TvI) constante. En pratique, R croît avec mlz,

la différence L(mlz) étant maintenue constante sur toute la gamme de masse.
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(m/z)t

(m/z)z

,x'
(m/z)

Figure 2.4.13 Zones de stabilité enfonction de (I et V pour des ions de rapport m/z
- 

d,fférents ((m/z)6ftn/z)2<@t/z))- D'après De Hoffman (20)

Les performances

Le specffomètre de masse à fittre quadripolaire présente de nombreux
avantages :

,/ grande souplesse d'emPloi,
/ manipulation aisée et réglages simples,

/ encombrement Peu imPortant,
{ balayage rapide de la gamme de masse explorée.

Les limitations inhérentes à ce type d'appareil sont :

,/ lagamme de masse réduite (usqu'à 2000 u.),

/ un pouvoir de résolution limité, constant sur la gamme de masse. En
général, la résolution est dite unitaire pour la gamme de masse
explorée,

{ lafaible discrimination des masses supérieures à 450 u.
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3. La pyrolyse laser

3.1. INTRODUCTION

Après avoir étudié la pyrolyse thermique de certains produits, nous
avons tenté de comprendre les phénomènes enfant en jeu lors d'une ablation
laser.

L'impact laser sur une swface induit la formation d'un plasma ou d'un
micro plasma. Ce nuage gzevx est constitué d'ions positifs ou négatifs, de
radicaux, d'élecfrons et majoritairement de molécules neutres. Le rapport
ion/molécule neutre varie d'environ 104 à l0-5.

Les molécules neutres étant les espèces les plus abondantes formées lors
d'une impulsion laser, nous avons pensé les analyser par chromatographie en
phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse.

Pour ce faire, il a fallu concevoir et faire réaliser une enceinte de
pyrolyse laser compatible avec la chromatographie en phase gazeuse et faire
quelques modifications au niveau du système d'injection.

De plus, I'irradiation laser présente quelques avantages sur la pyrolyse
thermique:
J la longueur d'onde accordable peut induire des mécanismes differents

allant des processus purement thermiques en Infrarouge (IR) aux processus
purement photochimiques en Ultraviolet lointain (UV),
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./ l'énergie "déposée" sur l'échantillon est modulable, permettant ainsi d'en
ajuster la valeur suivant le type de molécule à désorber :

6r soit en faisant varier le diamètre de I'impact laser de quelques
micronsr à quelques millimètres,

F soit en maintenant le diamètre constant mais en plaçant une lame
semi-transparente sur le chemin optique,

ÉF soit en jouant sur la tension de I'amplificateur du laser,
EF soit en décalant le déclenchement des cellules de Pockels par rapport

au maximum de fluorescence.

Dans noffe fiavail, nous avons choisi d'utiliser un laser Nd/Yag. Ce
laser possède quafre longueurs d'onde disponibles : 1064, 532,355 et266 nn.

Ce chapitre va s'articuler autour de fois grands axes :
/ présentation du laser,
{ mécarusmes de I'interaction laser-matière,
/ description de l'enceinte de pyrolyse laser.

c I , 0û ,

t Les limites de focalisation des lasers dépendent des lois de la diffiaction et par conséquent de la longueur
d'onde du laser.
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Chapitre III : l^a pyrolyse laser Le laser

3.2. I./ISER ND/YAG

3.2.1. Préambule : Ies lasers

Le principe de l'émission stimulée, préambule indispensable à la
découverte du phénomène laser2, avait été décrit par Einstein en lgl7. Ce sont
deux français : Jean Brossel et Alfred Kastler' qui ont mis au point en 1950,
une méthode de pompage optique pour obtenir I'inversion de population
nécessaire à la génération d'un faisceau de lumière cohérent. Finalement, c'est
en 1960 que Maiman met au point le premier laser à rubis; quelques temps
plus tard, Javan développe le laser visible hélium-néon. (1)

Le développement de I'utilisation du laser en chimie analytique et plus
spécialement en specftométrie de masse a été assez lent. Ceci est en grande
partie dû à un coût important des lasers. Cependant, depuis ces cinq dernières
années, la mise au point d'appareillage de routine (pour le MALDI4 p*
exemple) et la commercialisation de petits lasers (lasers à azote) peu coûteux,
généralisent l'usage de ce type de couplage microsonde laser - spectrométrie
de masse.

3.2.2. Principes physiques de fonctionnement du laser (2)

Un oscillateur laser doit comporter au minimum trois éléments
fondamentaux :

,/ un milieu actif
./ un système de pompage
J une cavité résonante

Il convient de rappeler les principes de base d'absorption, d'émissions
spontanée et stimulée.

Le passage d'un atome de l'état fondamental à un état excité se uaduit
par l'absorption d'une énergie extérieure. Cette énergie peut ête de type

2 LASER : Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation
' Prix Nobel en 1966
o MALDI : Matrix fusisted Laser Desorption Ionisation
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cinétique ou élecffomagnétique. Dans ce dernier cas, le rayonnement arrivant
sur l'atome sera partiellement ou totalement absorbé.

L'absorption d'énergie électromagnétique par un atome obéit à la
relation ÂF : Ez - Er: hV, dans lequelle Er est le niveau d'énergie initial de
I'atome, etB2(>Et) le niveau où il se trouve porté par I'absorption du photon
de fréquence hv.

L'émission spontanée correspond à la perte spontanée de cette énergie
sous forme d'une radiation électromagnétique obéissant à la même relation que
dans le cas de l'absorption Atr, : hV, Âtr répresentant l'énergie perdue par
I'atome et v la fréquence du rayonnement émis.

L'émission spontanée est incohérente : il n'y a pas de relation de phase,
de direction, de polarisation entre les émissions de tous les atomes. Seule la
fréquence est fixée par l'intervalle des niveaux d'énergie entre lesquels
s'effectue la retombée.

On parle d'émission stimulée, lorsque le photon absorbé a la même
fréquence que le photon dont il induit l'émission. Le photon inducteur est de
même énergie que celle du photon libéré par I'atome retombant au niveau
d'énergie inferieure.

Les rayonnements inducteurs et induits ont la même phase, la même
direction et la même polarisation. Il n'y a plus de discrimination entre les
photons. Tout se passe comme si il y avait une ( Amplification de Lumière par
Emission Stimulée du Ravonnement > d'où le terme de LASER.

Après ces définitions, examinons les differents constituants d'un laser.

3.2.2.1. Le milieu actif : base atomique du système

C'est un milieu qui possède une sfructure appropriée de niveaux
d'énergie discrets s'excitant facilement et possédant la capacité de stocker
l'énergie reçue de I'extérieur,

Le milieu actif d'un laser Nd/YAG est solide. Il est constitué par I'ion
trivalent d'une terre rare (Ndt) présent comme dopant dans un cristal de
Grenat d'Yttrium et d'Aluminium (YAG). La concentration en Néodyme est
généralement de l% en masse, soit une concentration atomique de
1020 atomes/cm3 considérée optimale pour le fonctionnement du laser.
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L'émission laser se fait à une longueur d'onde déterminée par deux états
d'énergie de cette structure, sur une transition où le système présente une
émission spontânée correspondant à une durée de vie relativement longue du
niveau supérieur (état métastable).

Lorsque les atomes de Néodyme sont excités par une source externe de
lumière, ils sont portés à un niveau d'énergie excité. Une fois dans cet état, ils
redescendent à un niveau métastable, produisant une inversion de population
entre les états oFr,, et 41112. Ensuite, les atomes retournent à un niveau
fondamental selon un processus non radiatif rapide (figure 3.2.1).

(peuplés par pompage)

fos.,o,oFr,rf

foEr,r,tlf-.n,rl

Processus non
radiatif, rapide

0.73 um
oFr,,

0.8 pm

Niveau laser
supérieur

(métastable)

1.06 pm transition
laser principale

Bandes de
pompage

orrr,,

Niveau laser
inférieur

Figure 3.2.1 Diagramme simplrfié des niveaux d'énergie d'un laser NdnAG

Ce schéma correspond à un laser à quatre niveaux dont l'émission
dominante se situe à 1064 nm.

Toutefois, il est possible de générer les deuxième, troisième et quatrième
harmoniques de cette fréquence fondamentale à I'aide de cristaux non linéaires
(KDP) afur d'obtenir des longueurs d'onde de 532, 335'et 266 nn. Ainsi,
l'émission peut être déplacée dans le visible et I'U.V.

orno

Niveaux d'énergie supérieurs

Etat fondamental
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3.2.2.2. Le pompage : création d'une inversion de population

Dans un corps à l'équilibre à température ambiante, il n'existe
pratiquement pas d'atomes à l'état excité. Un rayonnement incident a une
probabilité nulle de provoquer une émission stimulée importante et une
probabilité très proche de un d'être absorbé.

Pour avoir une émission stimulée, il faut que le nombre d'atomes N2
d'un état excité E2 soit supérieur au nombre d'atomes N1 de l'état fondamental
Er .

Cette inversion de population sera réalisée, hors de l'équilibre
thermique, par une excitation extérieure appelée pompage. Le pompage permet
en effet de porter les atomes du milieu actif dans leurs niveaux énergétiques
supérieurs et de maintenir ce déséquilibre thermodynamique nécessaire à
I'inversion de population.

Dans le cas du laser Nd/YAG, le pompage est assuré par une lampe
flash (pompage optique incohérent). Les bandes d'émission de cette source
sont centrées sur les deux principales bandes d'absorption de Nd3* (0,73 pm et
0,8 pm).

3.2.2.3. Lu cavité résonante

Elle est constituée de deux miroirs hautement réfléchissants parallèles
placés face à face . ces réflecteurs renvoient I'onde élecfromagnétique en de
multiples passages aller et retour dans le milieu actit amplifiant ainsi le champ
électromagnétique dans la cavité (figure 3.2.2).

Miroir de réflexion
maximum

Miroir semi transparent
Réflecteur de couplage

Milieu actif

Résonateur

Figure 3.2.2 schéma de principe de Ia covité résonante

Le couplage optique vers I'extérieur s'effectue en rendant semi-
transparent un des miroirs ou encore en perçant un orifice dans un des miroirs.

Faisceau laser

s2



Chapitre III : La pyrolyse laser L' interaction lqser-mati è re

3.3. INTERACTION LA.SEN - MATIERE

Les caractéristiques de I'ionisation laser sont différentes suivant que la
cible est sous forme gzveuse ou solide.

En phase giveuse, les processus d'ionisation sont assez bien connus. En
général, I'ionisation nécessite une énergie relativement faible. On peut
appliquer les principes généraux de la spectroscopie électronique des atomes
ou des molécules.

Les mécanismes qui régissent I'ionisation des solides sont beaucoup plus
complexes. Le même laser permet le passage de la matière de l'état condensé à
I'état gazeux et I'ionisation d'une partie des atomes et des molécules. De ce fait,
les mécanismes de I'ionisation laser des matériaux solides sont très complexes
et très difficiles à modéliser. Nous allons essayer de schématiser le rôle du
faisceau laser pour chacun de ces deux phénomènes.

3.3.1. Les différentes zones issues d'un impact du laser

L'un des plus anciens modèle sur I'ablation/ionisation laser des solides
est celui qui a été proposé par Herculès en 1982 (3).

Lors de I'impact entre un faisceau laser et la surface d'un matériau de
nombreux processus interviennent :
./ I'ionisation directe : désorption directe, mais non prouvée d'espèces pré-

chargées dans le solide,
,/ l'ionisation secondaire : ionisation de la phase gazeuse susjacente due à

l' ablation (effet d' écran),
,/ les réactions ions-molécules en phase giveuse dans le panache.

L'importance des zones, décrites ci-après, ainsi que l'épaisseur de la
partie ablatée dépendent essentiellement de la nature du matériau, de la
longueur d'onde et de I'irradiance du faisceau laser incident.

L'influence de ces deux derniers paramètres sera décrite dans les
chapitres suivants.
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Réionisation directe
de la phase gzveuse

(effet d'écran)

Exoansion du
./

,/ nuage gazevx

Microgouttelette
(éventuelle)

Electron

Haute
pression

Figure 3.3.1 Schéma général de I'ablation laser

Lorsque I'on considère une vaporisation/ionisation laser, on peut
différencier quafre types de mécanismes corespondant à differentes zones
géographiques de la surface (figure 3.3.1) :
./ la région (1), où se produit I'impact laser, est caractérisée par une

ionisation directe du matériau solide, surtout à forte irradiance. La
température dans cette zone peut atteindre 3000 à 6000 K, à haute
irradiance. Dans ces conditions, il apparaît que seul des ions atomiques et
quelques fragments moléculaires peuvent êne émis.

./ la région (2), adjacente à la région (1), est une zone de désorption. Elle est
caractérisée par un fort gradient thermique dû à I'onde de choc issue de
I'impact laser. Les ions de haut poids moléculaire ainsi que les molécules
neutres sont émis dans cette zone.
D'autre part, un certain nombre d'ions résultants de réactions en phase
solide semblent pouvoir provenir de cette zone.

,/ la région (3) conespond à la réionisation du nuage gazeux (effet d'écran),

./ la région (4) correspond à l'espace de libération des ions dans le vide.
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Les réactions ions-molécules responsables de la formation des ions
pseudomoléculaires et des clusters se font dans les zones à fort taux de
collisions (donc de hautes pressions) (régions 1,2 et3).

3.3.2. Les processus d'ablation en fonction de la longueur d'onde

En fonction de la longueur d'onde du laser incident, les mécanismes
d'ablation peuvent être très differents. Pour donner les extrêmes, dans I'infra-
rouge, les mécanismes seront plutôt de type thermique alors que dans I'ultra-
violet lointain, ils seront plutôt photochimiques.

3.3.2.1. Interaction de type thermique

L'énergie apportée par le rayonnement laser se disperse dans le matériau
par conduction thermique.

Le quantum d'énergie (hv) des protons n'est pas suffisant pour induire
I'ionisation directe. Par confre, c'est leur nombre qui provoque un
échauffement de la surface par chocs successifs. Il en résulte une fusion et une
vaporisation du matériau conduisant à la formation d'un microplasma.

On peut considérer, en première approximation, que I'effet du
rayonnement laser est identique à celui d'une source de chaleur disposée en
surface du matériau. Il s'en suit une propagation du front de chaleur en
profondeur.

L'épaisseur ablatée par impact laser dépend de :

J laréflectivité du matériau à la longueur d'onde utilisée,
./ I'absorption de la longueur d'onde par le matériau,
/ I'irradiance (Wcm2),
{ dugaz environnant,
{ de I'onde de choc éventuellement induite.

3.3.2.2. Interaction de type photochimique

D'après Srinivasan (4), le processus d'ablation peut se décomposer en
trois grandes étapes successives (figure 3.3.2):

,/ absorption des photons UV par le matériau,
,/ rupture des liaisons les plus faibles,
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,/

./ ablation du matériau.

Absorption

Rupture
des liaisons

Ablation

Figure 3.3.2 Trois phases du processus d'ablation d'après Srinivasan (4)

Trois mécanismes peuvent conduire à cette décomposition ablative :
tout d'abord, I'absorption de photons UV conduit les molécules cibles à
des niveaux énergétiques supérieurs à leur limite de dissociation. Cette
étape est exftêmement courte : t << lns. Elle provoque de nombreuses
ruptures de liaisons homolytiques (radicalaire) induisant I'ablation du
subsfrat.
L'absorption des premiers photons UV provoque un échauffement de la
surface au point d'impact conduisant à un peuplement des états
vibrationnels excités de la molécule. Si la durée de vie de cet état
vibrationnel, est suffisamment long pour qu'il y ait réabsorption d'un
second photon provenant d'une même impulsion laser, on peut
également observer la dissociation photochimique des molécules.
Les molécules excitées (mais non ablatées) se relaxent par redistribution
de I'excès d'énergie sous forme de mouvements rotationnels et
vibrationnels aux molécules voisines. Ceci se caractérise par un
échauffement très rapide et localisé de l'échantillon. L'absorption de
plusieurs photons successifs dans une même zone pgrmet I'obtention de
températures suff,rsantes pour permetffe une décomposition thermique
des molécules au niveau de leurs liaisons les plus faibles (liaisons
hydrogènes, interactions ioniques ...).

,/
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Si le nombre de liaisons rompues par I'ensemble de ces processus est
suffisant, on assiste à une augmentation brutale de la pression locale
conduisant à une éjection de matière sous forme gueuse.

L'excès d'énergie apporté par le faisceau laser se dissipe en énergie de
translation. Les modèles simples mis au point sur les polymères peuvent êfre
étendus à d'autres matériaux. On peut, en première approximation, déterminer
la profondeur ablatée par impact laser :

Z": lla. ln(L[.)

profondeur ablatée par impact laser en cm,
coefficient d'absorption du matériau à la longueur d'onde du laser en

- l
c f f i '  . )

irradiance du laser incident en Wcm-,
irradiance seuil d'ablation en Wcm-.

3.3.3. Formation des ions en fonction de I'irradiance laser (5)

La plupart des ions (négatifs ou positifs) donnant des informations sur la
nature du matériau analysé sont formés lors de la phase d'expansion du nuage
g.veux induit par I'impact laser. La nature de ce nuage gazeux est différente
selon I'irradiance du laser.

De plus, il apparaît que le rapport ions/neufres formés lors d'une
impulsion laser dépend également directement de I'irradiance laser . En effet,
pour des irradiances supérieures à lOe Wlcm2, il serait de 0,01 à 0,001, alors
qu'il ne serait plus que de l0-5 pour des irradiances inferieures à 108 Wcm2
(3).

On peut ainsi distinguer trois processus d'ablation/ionisation en fonction
de I'irradiance sur l'échantillon :

J entre 104 - 106 W/cm' lseuil d'ablations selon les matériaux) et 107 à
108 Wcm2, les processus de désorption laser dominent. Ils permettent dans
de nombreux cas de mettre en évidence les ions moléculaires ou
quasimoléculaires u correspondants.

5

6
Seuil d'ablation : énergie minimum à fournir au matériau pour le désorber.
Ion quasimoleculaire : ion positif obtenu par protonation ou cationisation de la molécule ou dans le cas des
ions négatifs par déprotonation.

Zs
a

T
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entre 108 Wcm2 (seuil d'ignition moyen du plasm{1 et 10to wcmt : les
ions élémentaires sont généralement toujours présents mais accompagnés
d'agrégats ionisés dont la nature dépend du solide étudié,

à irradiance élevée (I > l0t0 Wcm2) : la température du plasma et le taux
d'ions augmentent. Les ions détectés sont en général élémentaires.

Une étude réalisée dans nofte laboratoire par ablation/ionisation laser
FTA4S, sur un polymère synthétique (PET : poly(éthylène terephtalate))
permet de montrer l'influence de I'irradiance sur les ions produits.

Intensité
relative Effet

350
300

250
200

150

100
50
0

photochimique

Irradiance (Wcm')

Seuil d'ablation: 6.105 Wcm2
Seuil d'ionisation: 106 Wcm2

Masses détectées 105 149 193 341

Figure 3.3.3 Fragmentation enfonction de l'irradiance à A : 193 nm du PET

Le seuil d'ablation a été déterminé par la pesée de l'échantillon avec une
microbalance à "cristal de quartz' ' pendant l'irradiation laser.

A faible irradiance (enfie 106 et 107 W lcnfl,le fragment prédominent
du spectre est mlz : I49. La coupure dont il est issu, est due à un effet
photochimique du laser.

1' 
Prutiq*-*t on peut déærminer le seuil d'ipition du plasma par la pÉsence sur I'ecran de visualisation d'un "flash" au

point d'impact du laser.



Chapitre III : La py'olyse laser L' interaction lqser-mqtière

A inadiance plus élevée (> 107 Wcm'), lu formation des agrégats
ionisés augmente.

A faible et moyenne irradiances, le phénomène d'ablation laser se
déroule en deux grandes étapes :

./ dans un premier temps, les photons émis par le faisceau laser sont
absorbés par le matériau solide. Cette étape est gouvernée par le
coefficient d'absorption linéaire cr (cm-r). Plus ce coefficient est élevé,
plus le seuil d'ablation du matériau est faible.
Ce coefficient peut-être mis en relation avec la longueur d'onde à
laquelle le matériau absorbe. Plus le matériau est ftansparent à la
longueur d'onde du laser utilisé, plus le seuil d'ablation est élevé.

Une fois le seuil d'ablation franchi, un effet d'écran (6) est observé.
Celui-ci est dû aux particules émises par le matériau (ions, radicaux,
molécules neufres, électrons). De ce fait, la totalité des photons de
I'impulsion laser n'est pils efficace pour I'ablation. La vitesse
instantanée d'ablation mesurée en Â/ns est proportionnelle à la
difference entre I'intensité laser "efficace" (c'est à dire arrivant
réellement sur la surface) et le seuil d'ablation.
Cette difference représente la quantité d'énergie réellement utilisée pour
I'ablation:

v: k(Ioe-9* - Ir)

v vitesse de propagation de I'interface mouvante,
k constante de vitesse d'ablation,
I0 intensité instantanée affeignant I'interface solide-gaz,
B coefficient d'absorption de la phase gazeuse formée par les

fragments éjectés,
position de I'interface,
intensité instantanée au seuil d'ablation.

Cet effet d'écran a notamment été décrit par V. Granier et S Lazare (6)
sur l'étude des polymères (figure 3.3.4).

X
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Figure 3.3.4 l'effet d'écran selon V. Granier et S. Lazare

On constate sur ces courbes que I'intensité laser sur l'échantillon en
fonction du temps I(t) est bien inferieure à I'intensité théorique émise par le
laser Ir(t). La détermination du coefficient d'écran B a éte réalisée par
expérimentation avec une microbalance à quartz.

0
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3.4. L,ENCEINTE D,ABLATION L/I,SER

3.4.1. Introduction

Comme nous I'avons vu, la pyrolyse thermique est une méthode efficace
pour dégrader de façon contrôlée une molécule initiale de poids moléculaire
élevé en molécules plus petites et volatiles.

Cependant, le point critique dans les expériences de pyrolyse de
macromolécules complexes est la reproductibilité des résultats. Sans tenir
compte des problèmes relatifs au couplage de la chambre de pyrolyse et de
I'instrument d'analyse, beaucoup de problèmes peuvent provenir des
conditions de pyrolyse, en particulier le contrôle de la température et le mode
de chauffage.

Néanmoins, la tempéraflre de pyrotyse est un paramètre qui, à lui seul,
n'est pas suffisant pour décrire le procédé de pyrolyse (8).

L'énergie thermique (E1) déposée sur l'échantillon en un temps donné
est fonction de la capacité thermique (C) de cet échantillon et de la vitesse de
ftansfert de la chaleur. Auffement dit, C dépend de la conductivité et de la
capacité calorifique spécifique, alors que le transfert de chaleur est fonction de
la conductivité thermique, de la masse et de la morphologie de l'échantillon.

En tenant compte des paramètres précédents, la reproductibilité est
souvent faible, en particulier pour les molécules d'origine biologique en raison
de leur complexité. L'irradiation laser est une méthode prometteuse lorsque
l'énergie déposée sur l'échantillon est contrôlée rigoureusement.

3.4.2. Cahier des charges

Il n'existe pas de montage standard de pyrolyse par irradiation laser. En
effet, tous les montages rencontrés dans la bibliographie sont de types
differents (7,8,9, l0). Cependant chacun de ces montages doit tenir compte
de certaines contraintes techniques telles que :

./ l'énergie apportée sur l'échantillon doit permettre son ablation sans
endommager les dispositifs optiques placés sur le chemin du laser.

./ I'enceinte doit comporter une fenêfie transparente à la'longueur d'onde du
faisceau incident pour permettre l'irradiation de l'échantillon,

,/ le matériau de l'enceinte doit être le plus inerte possible vis à vis des
échantillons analysés,
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Chapitre III : In pyrolyse laser L' e nce inte d' ab lalion lase r

le volume interne de la chambre de pyrolyse doit être petit, facilement
balayé par un gaz vecteur dont le flux est compatible avec les capacités
d'une colonne de chromatograPhie,
le transfert des pyrolysats vers I'injecteur doit être rapide,

un système de concenffation/désorption des pyrolysats, avant I'injection
dans la colonne capillaire est indispensable pour avoir une résolution
correcte des pics chromatographiques,
le montage doit être peu onéreux.

3.4.3. Conception de I'enceinte d'ablation laser

En tenant compte des caractéristiques techniques précédentes, nous
avons imaginé plusieurs montages. Celui que nous avons retenu (figure 3.4.1)
répond le mieux à nos exigences.

Il permet I'introduction aisée de l'échantillon, présente un faible volume
interne et un bon transfert des pyrolysats vers I'injecteur. Son nettoyage est
facile. Il permet un changement simple et rapide du disque de quartz (fenêtre
transparente). De plus, le coût d'utilisation, essentiellement le prix du hublot
de quartz (taille standard), est faible.

Disque en quartz Permettant
passage du faisceau laser

Orifice de sortie
diamètre : 7 mm
réduit à 1,6 mm

l cm
Enceinte en inox

formée d'un seul bloc
Porte-échantil

amovible
Bague interne :

réducteur de volume

Figure 3.4.1 Schéma de I'enceinte d'ablation laser

,/

./
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L'ensemble du montage a été réalisé en acier inoxydable inerte. Le
corps de l'enceinte est sphérique et totalement étanche puisque réalisé en une
seule partie.

Les dimensions internes de l'enceinte ont été choisies afin de réduire au
minimum le volume interne tout en préservant le hublot intact à I'irradiation
laser (figure 3.4.2). Celui-ci se trouve à I cm de l'échantillon.

Joint torique Viton
diam. int. :23 mm
diam. ext. .27 mm

Raccord Swagelok
NPT

(ss-200-l-l)

Bague de
à pas de vis

Raccord Swagelok
filetage conique NPT

(ss-100-14)

8mm

Nf  2 m m

Figure 3.4.2 Dimensions de l'enceinte de pyrolyse laser

Nous avons conçu le montage de façon à disposer de deux diamètres de
lumière centrale, en fonction de la taille des échantillons à analyser.

Si la bague interne est enplace, le diamèfe interne de I'enceinte est de 1
cm et le volume est de 0,78 cm'. Toutes nos expériences ont été réalisées avec
ce volume. Avec un flux d'hélium de 20 mVmn, I'atrnosphère de l'enceinte se
renouvelle en un peu plus de 2 secondes.

Si cette bazue est absente le diamèfte est de 2 cm,le volume est alors de
6.28 cm3.

Le disque de quartz placé sur le dessus de l'enceinte permet le passage
du faisceau laser. Il a été choisi en matériau Suprasil (vene synthétique de
silice pure fondue), permettant un large domaine de longueurs d'onde (190 nm
< À < 2000 nm) et ceci avec un faible taux d'absorption (< l0%).
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Les dimensions du disque (diamètre 30 mm, épaisseur 2 mm) étant

standard, son prix est raisonnable.

Le disque de quartz est maintenu par un système de serrage à filetage et

de joints toriques lritot, qui rendent le montage parfaitemext étanche. Ce

,yriè*. de fixation permet un nettoyage facile et rapide de l'enceinte et du

hublot.

Le porte-échantillon est un petit cylindre en acier inoxydable dans lequel

est gravéè une encoche de façon à maintenir l'échantillon immobile à

I'intérieur de I'enceinte.

L'arrivée de gaz vecteur (hélium) est thermostatée (50"C), de façon à

maintenir ses caractéristiques constantes à f intérieur de l'enceinte. Le flux est

maintenu à 20 ml/min.

L'efficacité du balayage est assurée par les deux raccords swageloks

d'entrée et de sortie.
Le raccord Swagelok d'entrée a été choisi de diamèfre réduit pour

concentrer le flux d'hélium sur la surface de l'échantillon.
Celui de sortie aété choisi en forme d'entonnoir. L'extrémité interne est

large pour avoir une grande surface de capture des pyrolysats formés'

L'àxnèmité rétrécie de sortie permet d'installer deux types d'interface .

,/ un piège à charbon actif pour des analyses indirectes,

./ une aiguille métallique pour une analyse directe en chromatographie
en phase gtveuse.

3.4.4. Les optiques

La distance enfie l'échantillon et le disque de quartz (hublot) est frès

petite. L'énergie apportée à l'échantillon doit permettre son ablation, or il faut

également respecter le seuil d'ablation du hublot'

Les dimensions extérieures de l'enceinte permettent l'irradiation laser

suivant deux modes en fonction de l'irradiance nécessaire à la pyrolyse de

l'échantillon (figure 3.4. 3).
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Figure 3.4.3 Les montages optiques

a) à irradiance élevée ( t lOt Wcm2), une lentille de focale très courte (30

--l est placée avant le hublot, réduisant Ia taille du faisceau et

augmentant ainsi f irradiance sur l'échantillon.

b) à inadiance plus faible, c'est à dire quand l'inadiance incidente est
inferieure au seuil d'ablation du disque (d'énviron 108 Wcm2), le montage
est utilisé tel quel. Un cache placé avant le hublot, permet de réduire le

diamètre du faisceau laser à la dimension voulue, dans notre cas 6 mm.

3.4.5. Les interfaces de sortie

Les deux interfaces de sortie que nous avons utilisé sont des pièges :

{ L'unest un piège à charbon actif, qui permet d'installer I'enceinte
à proximité du laser.

J L'autreest un piège cryogénique, lorsque I'enceinte est connectée
au GCAyIS.

Dans les deux cas, un balayage d'hélium est assuré pendant 5 minutes
après avoir placé l'échantillon dans l'enceinte. Ceffe purge permet de
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remplacer I'air contenu dans I'enceinte par de l'hélium. L'irradiation laser peut
se faire dans une afrnosphère relativement inerte.

3.4.5.1. L'analyse indirecte

Les dimensions réduites de I'enceinte permettent de la déplacer
facilement (en fonction du laser utilisé), ce qui en fait un instmment d'analyse
mobile. Cette mobilité permet de minimiser le trajet optique du laser et de
réduire I'utilisation de prismes.

Un flux d'hélium balaye les pyrolysats formés lors de l'irradiation vers la
sortie de I'enceinte où ils sont adsorbés dans un piège de charbon actif (figure
3.4.4) .

Figure 3.4.4 Montage indirect avec le piège de charbon actif

Le tube en quartz est fixé de façon étanche au raccord de sortie du
montage. Ses dimensions sont réduites à celles d'un tube en quartz de
pyrolyseur à filament (0,2 mm de diamètre et2,5 cm de long).

L'expérience terminée, le tube est désolidarisé de l'enceinte. Les
molécules piégées sont alors désorbées par I'intermédiaire de la sonde du
pyrolyseur cornme dans le cas d'une pyrolyse classique.

La température du filament doit permetfre la désorption des molécules
sans induire de dégradations thermiques. Cette température est ajustée par des
essais successifs, ce qui implique une longue série d'essais ; comparé au temps
d'ablation laser qui est ftès court, une minute au mæ<imum dans la plupart des
expériences.
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Les avantages du piège ù charbon actif :

/ I'enceinte est mobile, elle peut être déplacée,

/ l'utilisation de differents lasers est possible,

,/ lacharge en pyrolysats du piège est importante,

{ peu de problèmes avec le débit de gaz vecteur'

Les inconvénients :

{ l'étanchéité enfre l'enceinte et le piège est délicate à obtenir, ceci est dû

aux faibles dimensions du Piège,
{ la désorption faite par chauffage

secondaires,
{ Ie charbon actif se dégrade sous

400"C ou d'exPériences
chromatographiques Parasites.

Injecæur On-Column

Bouchon -

Figure 3.4.5 Schéma du couplage direct enceinte - injecteur On-column

imptique de possibles dégradations

I'effet de températures supérieures à
répétées, induisant des Pics

3.4.5.2. L'analYse directe

pour I'analyse directe, c'est à dire lorsque I'enceinte est installée à

proximité du four du chromatographe, une aiguille métallique assure la liaison

entre I'enceinte et I'injecteur du chromatographe (figure 3.4.5)-
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Le diamèffe de l'aiguille est adapté au flux qui balaye I'enceinte et à la

taille interne de l'injecteur On-column. Le flux d'hélium issu de l'enceinte
permet le passage des molécules sans créer de surpression dans I'injecteur.

L'aiguille métallique ne peut s'insérer dans la colonne, à I'inverse des

aiguilles traditionnelles (de 0,1 à 0,3 pm) employées pour ce type d'injecteur.
Cependant, la géométrie de l'injecteur permet d'installer I'aiguille assez

profondément pour zssurer le passage du gM à travers le septum et

iuffisamment péu pour se situer dans le volume libre avant le guide-aiguille de

la colonne.

Nous avons choisi un injecteur On-column car il transmet sans division
et sans discrimination la totalité des molécules volatiles vers la colonne. Il peut

être réfrigéré par de I'azote liquide, ce qui permet de piéger les molécules

issues de la pyiotyse et de les condenser avant I'analyse par GC/ÏvfS.

pendant I'irradiation laser, l'aiguille est installée dans l'injecteur. Le

flux en gaz vecteur de I'enceinte balaie la colonne capillaire avec une pression

légèremént supérieure à celle du flux de I'injecteur. L'injecteur et le four sont

refroidis (piège cryogénique) afin de piéger et de condenser les molécules dans
I'injecteur.

L'irradiation terminée, I'enceinte continue à être balayée pendant
quelques secondes afin de diriger l'ensemble des pyrolysats vers l'injecteur.
Puis I'aiguille est retirée du septum.

La colonne est ventilée sans discontinuité, le flux de gaz vecteur étant
assuré par I'arrivée d'hélium de l'injecteur.

L'injecteur ainsi que le four sont réchauffes selon des montées en

températtni distinctes, créant un temps zéro pour I'injection des molécules.
L'injecteur est réchauffe rapidement. Le four est chauffe avec une montée en

température plus lente inferieure à lO'C/minute.

Les avantages du montage direct :

,/ les pyrolysats formés sont dirigés vers I'injecteur,

,/ le piège cryogénique permet la concentration des molécules en tête
de colonne,

,/ I'analyse des molécules très volatiles est possible,
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un nombre d'impacts faible (entre 50 et 200) produit suffisamment
de matière pour conduire une analyse et permet d'effectuer
rapidement d' auffes irradiations,

l'utilisation de l'aiguille permet de dissocier I'enceinte et l'injecteur

sans avoir de problème de flux de gazvectew,

I'injecteur On-column permet de concentrer les pyrolysats et de les

transmetfe sans discrimination vers la colonne. Les quantités de

molécules peuvent être faibles.

L',inconvénient principal du montage est la géométrie de l'injecteur.

L'injecteur comporte deux zones (figure 3.4.6) .
- un volume vide sous le septum batayé par le flux d'hélium,

- une zone où se place un guide-aiguille pour les injections dans la

colonne. Seule cette partie est entourée des résistances chauffantes.

Zone chauflêe
par conduction

Zone chauffée
directement

Figure 3.4.6 Injecteur On-column

Les pyrolysats peu volatils se déposent dans la première zone de I'injecteur

sous l' effet cryogénique.
Lors du chauffage de I'injecteur, cette zone se réchauffe par conduction et

non directement. La désorption des molécules peu volatiles se fait en
plusieurs temps. Le chromatogramme peut comporter deux pics dus à la

désorption en deux temps de la même molécule.
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Etude de deux polymères
synthétiques

4.1. INTRODACTION

Nous monffons avec cet exemple, la spécif,rcité de la pyrolyse thermique
couplée à la CG/SM pour I'analyse de polymères synthétiques, ainsi que l'aide
qu'elle peut apporter en complément à d'auffes techniques d'analyse.

Pour ce faire, nous avons choisi deux polymères synthétiques industriels
représentatifs de la potentialité de la pyrolyse GC^4S. L'un deux (L) de
structure et de composition connues, nous a servi de réference. L'autre QvI) de
sfucture proche de (L) est l'échantillon à analyser.

L'analyse par pyrolyse laser était difficile car les deux polymères sont
transparents aux longueurs d' ondes incidentes habituellement utilisées.

De très nombreux auteurs ont établi par pyrolyse thermique les relations
enfte les monomères présents dans les copolymères (cf I-1), les mécanismes de
ruptures en fonction de la nature ou de la proportion de chacun des
monomères. De même, nous avons pu, gfâce à la pyrolyse thermique :

définir les monomères présents dans les polymères,

donner leur proportion,
définir les additifs présents,

établir les mécanismes de pyrolyse.

4.

./

./

,/

,/
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Chapitre IV : Deux polryères synthétiques Prësentation

4.2. PRESENTATION DES POLYMERES ETUDIES

Dans cette étude, nous avons réalisé les tests de faisabilité avec deux

copolymères constitués de méthacrylate de méthyle (À[N4A) et de N-Vinyl 1,

pynolidone 2 (NVP).

Le premier polymère L comPorte :

./ 30% deMMA (Pic moléculaire M'*,m/z: 100),

,/ 70To deNVP @ic moléculaire }r/l'*, m/z: I I 1),

./ moins de 0,2 To en poids de trois additifs de type connu.

cH:-c - cHz
I
c -ocH3
tl
o

MMA

HC:CHz
Ièv

l l

NVP

Le second copolymère M est I'association de trois monomères en
proportions inconnues :

,/ le méthacrylate de méthYle (MMA),

./ le N-Vinyl l, Pyrrolidone 2 OryP),

./ le DiMéthylAcryLAmide (DMAA) (Pic moléculaire ll'[-, m/z: 99).

HC: CHz
I
c-o
I
N

H,C/ \ CH,

DMAA
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Chapitre IV : Deux polynères synthétiques L'analyse par FTA4S

4.3. PYROLYSE LASER FT/IUTS

Avant I'arrivée du chromatographe en phase gazeuse couplée au
spectromètre de masse au laboratoire, I'analyse des polymères (L) et (lvf)
posait quelques problèmes. Nous exposons les résultats obtenus pour le
polymère (L).

L'analyse par pyrolyse laser FT/ICR^4S ont été réalisées avec trois
longueurs d'onde, la première provoquant un effet essentiellement photonique
(f, : 193 nm), les deux auffes (À : 249 et 335 nm) provoquant un effet
vraisemblablement mixte : thermique et photonique.

Les specfres de masse obtenus lors de I'irradiation de L avec ces trois
longueurs d'onde ne montrent pas de difference significative. Le matériau
semble être transparent à ces longueurs d'ondes.

4.3.1. Spectres de masse obtenu pour L, avec une longueur de 193 nm

Seut le monomère NVP conduisant à un ion très stable a été détecté, en
mode positif, et identifié.

100.0

75.0

50.0

25.0

0.0

100.0

I 7s.o
oo
E so.o
P

â 
25.0

0.0

I
oo
E
E
f

€

Mode de détection positif

(M+H)+

Figure 4.3.1 Spectres de masse obtenus par analyse FT/ICMMS



4.3.2. Mécanisme de fragmentation et d'ionisation

En mode de détection positif, seul le pic de masse rn/z: 112 est visible
sur le spectre. Ce pic corespond à la molécule protonée NVP formée selon le
mécanisme ci après (figure 4.3.2).

co2R
I

vil/V\^- cH2-î" 
_lt2 

- cH -cH.z

"'bÇry\
I

co2R
t6A

tVVW- cHz - è"* èn, - é"* cH,nilV!!
lJ + _1,v

Hzc. rray*\
l l

co2R
I

t!!W\- cH'- tH
il
CH2

t"'T t1
'"Y)
mlz: ll2

+ 'cHznilw!

Figure (.j.2 Mécanisme defragmentation et d'ionisation: obtention de l'ion m/z: I 12

correspondant au monomère WP protoné

Le site de première ionisation est systématiquement l'atome d'oxygène,
la décomposition/ionisation se fait sur le monomère NVP. C'est
essentiellement ce monomère qui est détecté, sous la forme quasi moléculaire

oIVP+H)-.
Une réaction de propagation radicalaire peut se produire, mais dans ce

cas, nous ne pouvons détecter ces fragments non chargés.
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Chapitre IV : Deux polryères synthétiques L'Û'alyse par FTfuIS

En mode négatif, un seul pic signif,rcatif est détecté. Il s'agit de la masse

mlz:110, qui correspondrait à OIVP-H) chargé négativement'

4.3.3. Conclusion

L'analyse par pyrolyse laser FTA4S montre la présence du monomère

N- Vinyl pynogàoné GWp). Seul ce monomère est susceptible de s'ioniser

efficacem.nt 
"t 

donc d'être détecté. Cette information n'est pas suffisante pour

caractériser le PolYmère.
Nous allons donc soumettre les polymères à la pyrolyse thermique

CGA{S.

0c[
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Chqpitre JV : Deux polryères qnthétiques La pirolyse thermique GCAIS

4.4. PYROLYSE THERMIQUE CG/SM

Le polymère (L) sert de standard. Ainsi, le protocole d'analyse
polymère (M) est établi à partir des résultats obtenus pour le polymère (L).

Les conditions de pyrolyse étant essentielles pour la dégradation
polymères synthétiques, nous avons effectué quelques variations
température de pyrolyse, de vitesse de montée en température et
température d' interface.

du

4.4.1. Mise au point des conditions expérimentales

Le but de ce travail est de metffe au point une méthode pour obtenir la
proportion des monomères constituant les deux polymères. Plusieurs
paramètres expérimentaux ont été émdiés :

./ la masse de Produit PYrolYsée,

./ la température de pyrolyse et de l'interface,

,/ le temPs de PYrolYse,
./ la vitesse du gaz vecteur,

,/ la longueur de la colonne,
J la montée en temPérature du four.

Certains de ces paramètres sont essentiels. La propagation de la chaleur
au sein de l'échantillon doit être uniforme et rapide. Pour cela, le volume, donc

la masse de produit, doit êfie assez faible. Nous avons pu pyrolyser 60 pg de
produit L, sans apparemment induire de mécanismes de dégradations
iecondaires. L'échantillon L semble bien conduire la chaleur. De plus, une

quantité de 60 pg offre une sensibilité suffisante pour la détection.
La montée en température de pyrolyse, si elle est rapide (20'Clms),

permet d'effectuer une pyrolyse uniforme de l'échantillon.
Une montée moins rapide induit des gradients de températures au sein

de l'échantillon ce qui provoque des phénomènes de pyrolyse differents. Dans
notre cas, une montée en température de 0,1 oclms induit quelques produits de
recombinaison minoritaires.

La température de l'interface du pyrolyseur doit êre ajustée afin d'éviter
des dégradations de l'échantillon avant la pyrolyse et la condensation des
molécules formées pendant la pyrolyse sur les parois de l'interface.

de
de
de
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Chapitre IV :Deur polwères synthëtiques I'a pyrolyse GC/MS

La température de l'interface semble avoir peu d'influence sur les
produits formés pendant ou après la pyrolyse de notre polymère (L). Une
température de 180"C est un bon compromis pour transmettre les composés
formés sans induire de réactions supplémentaires à la pyrolyse.

Un flux rapide de gaz vecteur (hélium) permet d'évacuer rapidement les
pyrolysats formés. Nous I'avons fxé à 20 mVmin.

Une phase apolaire (100% de diméthylpolysiloxane) permet une bonne
séparation des composés en fonction essentiellement de leur point d'ébullition.
Les monomères issus de la pyrolyse étant peu nombreux, une longueur de
colonne de 25 mètres permet d'avoir une résolution correcte.

Après de nombreux essais, nous sommes parvenus à un protocole qui
semble adapté à nofte problème (tableau 4.4.1).

Paramètres Choix

Masse de polymère 6o pg

Température de l' interface 180"c

Vitesse de montée en température du filament 2O"C/ms

Température afhchéer de pyrolyse 500"c

Temps de pyrolyse 5 secondes

Flux de gaz vecteur (hélium) 20 ml/min

Colonne FIP1

(type non polaire, phase : I00o/o diméthylpolysiloxane)

long. : 25 m.,
diam. : 0,22 mm,

épais. du film : 0,33 pm

Températures des éléments du GC^{S

Inj ecteur (mode splitless) 250"C

Four 50oC pendant 2 min.
jusqu'à 290"C à l0'C/min.

Interface GC^4S 250"C

Source d'ionisation 2000c

Tableau 4.4.1 Paramètres du protocole

I La température reelle au sein de l'echantillon est ûoujours légèrement inférieure à celle affichee.

77



Chapitre IV :Deux polymères synthétiques I'q pyrolyse GC/MS

4.4.2. Résultats et mécanismes de dépolymérisation

4.4.2.1. Polymère (L)

L'analyse avec ces paramètres instrumentaux, donne des
chromatogrammes présentant principalement les deux monomères du
polymère L (figure 4.4.1 et 4.4.2). Nous n'observons ni dimère, ni trimère.

Figure 4.4.1 Pyrogramme du polymère (L), en courant ionique total

Par pyrolyse thermique et avec notre protocole, nous obtenons les
proportions de monomères annoncées soit 30%o de MMA et70oÂ de NVP. Ces
chiffres ont été obtenus en intégrant I'aire des pics.

Méthacrvlate de méthvle

N-vinyl 1, pyrrolidone 2
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Figure 4.4.2 Spectres de masse (IE 70 eV) des deux monomères

De plus, nous montrons que le mécanisme de pyrolyse est une
dépolymérisation (monomère par monomère) suivant le modèle de la
propagation radicalaire @igure 4.4.3).



Chapitre IV :Deux potryères synthétiques La pyrolyse GC/luIS

Le mécanisme de pyrolyse du polymère (L) permet de libérer les
monomères séparément. Ainsi, trouver la nature des monomères et leur rapport
au sein du polymère est particulièrement aisé.
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Figure 4.4-3 Dépotynérisation radicalaire conduisant à la libération de NVP
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Figure 4.4.4 Spectre de masse du monomère WP (IE)

Aucun des additifs présents dans le polymère n'a pu,être détecté.

Les additifs (de type connu) ont été injectés en solution et analysés par
GC^{S sans problème. Leur absence des pyrografirmes du polymère n'est pas
due à leur nature chimique mais plutôt à la faible proportion (0,2%) au sein de
l'échantillon.



Chapirre IV :Deux polryères synthétiques Ls pyrolyse GC/IvIS

4.4.2.2. Polymère (M)

L'échantillon M, soumis aux mêmes conditions de pyrolyse, se dégrade
pour donner quatre pics (figure 4.4.5): les trois monomères MMA, NVP et
DMAA, et I'additif (A) (figure 4.4.6)-

I  .  ûE+Ë

I  .0 t+5

6  .  BE+5

4 .8E+5

2 .0E+5

0.0E+0
l0

T

MMA
(3,1 min)

DMAA
(7,0 min)

NVP
(10,2 min)

Figure 4.4.5 Pyrogramme du polymère (M)
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Figure 4.4.6 Spectres de masse des trois monomères (IE à 70 eV)

L'intégration des aires des pics donne les pourcentages suivants :

,/ 50% de MMA,
./ 30% de DMAA,
./ l5oÂ de NVP,
./ 5%o d'vn additif de réticulation (A).
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Chapitre IV :Deux polwères synthétiques La pyrolyse GCA4S

La dépolymérisation se raft, comme pour le polymère (L), par un
mécanisme de propagation radicalaire, libérant séparément les trois unités,
ainsi qu'un agent de réticulation.

Le polymère (M) réagit de la même façon à la pyrolyse thermique que le
polymère (L). Nous avons ainsi défuri les monomères qui le constituent, établi
les proportions de chacun et détecté l'additif (que nous avons noté A).

4.5. CONCLUSION

Pour les deux copolymères, la pyrolyse thermique s'avère être
particulièrement adaptée. En effet, elle permet de les décomposer en leurs
constituants selon un processus de dépolymérisation radicalaire. Cette
dégradation libère les monomères sous leur forme native et limite leurs
recombinaisons.

La séparation, l'identification et la quantification sont ainsi rendues très
faciles.

La recherche d'éléments fface coûlme les additifs, est limitée par leur
quantité dans le mélange etlou leur affinité pour la phase de la colonne. Ils

doivent représenter au moins 50Â du mélange (soit un poids 3 pg), pour
pouvoir être détectés directement par pyrolyse CG/SM.

Pour des copolymères particulièrement résistants à I'irradiation laser, la
pyrolyse thermique est un moyen de dégradation efficace.
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5. Etude comparée de la PYrolYse
thermique et de la PYrolYse

laser couplées à la GC/IVIS des
matrices MALDI

5.1. INTRODUCTION

Une application de l'ablation/ionisation laser permet de désorber et

d'ioniser deJ molécules de haut poid moléculaire sans fragmentation. Cette
technique est l'ablation/ionisation laser assistée par matrice (MALDI).

Le principe consiste à utiliser une molécule appelée matrice, absorbant
la longueur d'onde du laser incident qui ne dégrade pas la molécule cible.
L'inadiation laser induit la fragmentation de la mafiice, permettant alors
l'éjection et I'ionisation douce de la molécule cible. La détection de ces ions se
fait par des spectromèfies à temps de vol ou à résonance cyclotronique.

On émet I'hypothèse que les molécules générées par impact laser ont
une grande vitesse d'éjection et facilitent la désorption des molécules cibles.
Cependant, le mécanisme du processus de désorption' reste mal connu.

Des études réalisées par FT/ICR^{S ont monfié une certaine diversité
des ions générés et des mécanismes de formation.

I conversion des molécules d'échantillon de la phase condensse à la phase gazeuse



Les résultats obtenus permettent de classer ces differents acides en trois
groupes distincts selon le type d'ions formés :

,/ des dimères,
,/ des dimères décarboxylés,
./ des monomères décarboxvlés.

Il apparaît que les matrices ont tendance à se décarboxyler facilement.
Pour mettre en évidence le dégagement de dioxyde de carbone et identifier les
molécules neutres formées, nous allons analyser ces acides organiques par
pyrolyses thermique et laser couplées à la GC/lt4S.

Ceci se justifie d'autant plus que, lors d'un impact laser (à faible
irradiance), la grande majorité des espèces formées (t 99 %) sont des
molécules neuffes.

O CT, C[



V : Py'olyses de matrice MALDD

PRESENruTION DES ACIDES ORGANISUES UTILISES

Acide cinnamique

Acide ferulique

./ cooH

O'*=\"
./ cooH

IAy'CH:\tr )t.V
Hol

ocH3

*re)'*=\'"
Acide cr cyano 4 ^ac,= 

t<;t:""
hydroxycinnamique 

,P

Acide 2,5
dihydrorybenzo'ique

I
I
\

HOOC -CHz-CHz-COOH

Acide nicotinique a'
o

N

Acide picolinique
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Chapitre V : Pyrolyses de matrice M4LDD Condilions expérimentales

Acide Absorbance ù266 nm

Acide cinnamique

Acide ferulique

Acide c cyano-3-hydrorycinnamique

Acide cr cyano4-hydroxycinnamique
Acide 2, 5 -dihydroxybenzoïque

Acide succinique

Acide nicotinique

Acide picolinique

1,05

1,39

0,73

0,68

0,54

0,45

1,2

1 ,1

Tableau 5.2.1 Absorbances à 266 nmdes acides organiques

5.3. CONDITIONS EXPERIMENTALES

5.3.1. Pyrolyse thermique

La température de f interface du pyrolyseur est importante car elle peut

soit agir sur l'échantillon avant la pyrolyse, soit induire des dégradations
secondaires sur les pyrolysats formés.

Ainsi, pour chaque matrice, une température d'interface a été déf,rnie en

fonction de É température de vaporisation de chacune d'elles déterminée sur

un banc Kofler (tableau 5.3.1).

Acide organique Température d'interface

acide cinnamique
acide ferulique
acide o cyano- 3-hydrorycinnamique

acide a cyano4-hydrorycinnamique
acide 2, 5-dihydroxybenzoique
acide succinique
acide nicotinique

Tableau 5.3.1 Températures de vaporisation des acides organiques

La température, la montée en température et le temps de pyrolyse

fixés pour chaque échantillon à: 600oC,Z}"Clms et 5 secondes.

La masse d'échantillon pyrolysée est d'environ 80 pg

70"c
1200c
200"c
200"c
220"C
70"c
70"c

E6



Chapitre V : Pyrolyses de matrice MALDD Conditions evérimentales

5.3.2, Pyrolyse laser

Les échantillons sont des poudres capables de se vaporiser sous I'effet
des impacts laser. Afin d'avoir une surface plane et d'éviter que le gaz vecteur
ne véhicule la poudre vers la colonne, les échantillons sont compactés en
pastille.

Les pastilles sont formées à partir de quelques mg de poudre et pressées
successivement à2,4 et 6 tonnes pendant un temps de 5 minutes.

La longueur d'onde utilisée (),,:266 nm) permet une analyse 'directe'.

La majorité des acides organiques absorbent cette longueur. Les spectres
d'absorption présentés page 85, ont été réalisés sur les poudres pastillées.
L'enregistrement des specffes a été effectué en mode réflectance. Un
traitement informatique pelmet de les transposer en absorbance.

L'irradianr. .it d'environ 8.106 W/cm2. Elle correspond aux valeurs
utilisées en MALDI.

Le flux d'hélium chauffe à 50oC, balaye l'enceinte à la vitesse de
20 mVmin. Le diamène de l'enceinte étant de I cm, les pyrolysats sont évacués
vers l'injecteur en un peu plus de deux secondes.

5.3.3. Chromatographie en phase gazeuse et spectrométrie de masse

Paramètres GC/lvIS Fyrolyse thermique Pyrolyse laser

Injecteur
température

SpliVsplitless
200"c

On-column cryogénique
0'C pdt 2min.,
puis 300"C

Colonne
HPl (non polaire)
diamètre:0,2 mm
ép. du film : 0,33 pm

l:25 mètres l: 12 mètres

Four 35'C pdt 2 min., puis
20oClmin. iusqu'à 280oC

0'C pdt 2 min., puis
15oC/min. iusqu'à 300oC

Température d' interface 3000c 3000c

Température de source 240"C 240"C
Ionisation par I.E. 70 eV 70 eV

Domaine de masses
balavées

mlz:35 ù250 'mlz:30 à250
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Chapitre V : Pyrolyses de matrice M4LD0 Pyrolyse thermique GCAIS

5.4. PYROLYSE THERMIQUE GCAIS

Dans le cas de la pyrolyse thermique, seule la chaleur provoque la

dégradation des acides organiques. Nous pouvons ainsi appréhender et
caractériser les mécanismes dus à un effet thermique.

5.4.1. Résultats exPérimentaux

Les acides étudiés sont caractérisés par une décarboxylation, sauf les

acides succinique et2,5 DF{B qui se déshydratent (tableau 5'4.1).

Matrices Molécules maj oritaires détectées Mécanismes

Acide cinnamique Stvrène Décarboxvlation

Acide ferulique 2-méthoxy-4-vinylphénol Décarboxylation

Acide o cyano-3-
hydroxycinnamique

8-quinolinol et 6-quinolinol Décarboxylation et
réarrangement

Acide o cyano4-
hydroxycinnamique

7-quinolinol Décarboxylation el
réanangement

Acide 2,5-dihydroxy-
benzoïque

3-phénoxyphénol

Acide benzoique phényl ester

Réactions
intermoléculaires

Acide succinique Dihyd ro-2,5-fura nedione Déshydratation

Acide nicotinique Pvridine Décarboxvlation

Acide picolinique Pvridine Décarboxvlation

Les molécules notées en caractères gras sont les constituants
maj or itaires du chromatogramme

Tableau 5.4.1 Motécules formées lors de Ia Prolyse thermique GC/MS
des dffirents acides étudiés.

Les pyrogrammes présentent les pics corespondant au dioxyde de
carbone et ar1x molécules décarboxylées. Lorsqu'elle se produit, la réaction est
unique.

L'effet thermique induit la coupure radicalaire de la liaison la plus faible
de la molécule, produisant ainsi pour la majorité des acides, un dégagement de
dioxyde de carbone.

La structure asymétrique de l'acide o cyano-3-hydroxyciruramique
explique la formation de deux molécules issues de la décarboxylation.



Chapitre V : Pyrotyses de marice MALDD Py'olyse thermique GC/luIS

Dans le cas de I'acide succinique, la déshydratation est une réaction plus

facile que la décarboxYlation.

La résistance de I'acide 2,5 dihydroxybenzoique à la chaleur est tès

importante. Le pyrogramme obtenu présente peu -de pics d'abondances faibles

ne permett-t p* ae Oeauire un mécanisme tlpe de cet acide.

L'acide ferulique présente le pyrogranrme type des molécules qui se

décarborylent (figure 5.4. 1).
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i? .  ûE+5
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4  .  û t+5
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Figure5.4.lPyrogrammethermiquedel,acideferulique

I est caractérisé par le dioxyde de carbone et du composé de

décarborylation correspondant, le 2-méthory-4-vinylphénol :

CH= CHz
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Figure 5.4. t Spectre de masse du pic de temps de rëtention I4'5 min.
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Chapitre V : Pyrolyses de matrice MALDD Pyrolyse thermiEte GC/IvIS

5.4.2. Classification des matrices en fonction de la décarboxylation

La pyrolyse thermique induit la décarboxylation des acides organiques.

En intégrant I aire du pic de dioxyde de carbone, nous pouvons classer les

acides oiganiques en fonction de leur tendance à se décarboxyler.

Aires
d'intégratbn

c cyano-3-et &
hydrcrycinnamique

Pholinique

Aires
d'intégrataon

100

75

50

25

0

Figure 5.4.2 Classement des acides organiques enfonction de la production

en dioryde de carbone (aires sous pic intégrées).

L'acide ferulique et les isomères 3 et 4 d'acide a cyano, hydroxy-

cinnamique semblenf êûe les matrices les plus favorables'à ce dégagement de

COz.

Acides

Picolinique
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P yr o ly s e r h e rm i E4!ÇÇ /Iu! tChapitre V : Prrolyses de matrice MALDI)

5.4.3. Conclusion

Une pyrolyse thermique GCA4S, dans des conditions adaptées de

températures d'interface et de pyrolyse, montre que les acides organiques ont

tendance à se décarboxYler.

Ce phénomène de décarboxylation, supposé exister lors d'une impulsion

laser en analyse par FT/ICR^{S, est confirmé.Le COz, ainsi que les molécules

neutres formées peuvent effectivement participer au dégagement gazeux.

La classifiiation des mafiices en fonction de leur aptitude à produire ce

gaz, indique que l'acide ferulique est le plus productif dans ce contexte'

ct,ct,
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Chapitre V : Pyrolyses de matrice MALDD Pyrolyse laser GCtuIS

5.5. PYROLYSE LASER GC/]WS

Lapyrolysethermiquepelmetdemonf terquelemécanismede
dégradatioà'preâo-inant dei acides est la décarboxylation. L'énergie apportée

à l'échantillon est purement thermique'

L,enceinte de pyrotyse laser permet d'étudier le comportement de ces

acides organiques soumis à une irradiation laser'
L'anatyse directe avec une longUeur d'onde de 266 nm donne des

résultats reproductibles et interprétables'

5.5.1. Limite de détection en fonction du temps d'ablation

Nous avons soumis I'acide picolinique à une ablation laser de longueur

d'onde À - 266 rlrn, avec une fréquence de l0 Hz à differents temps

d'irradiation, ceci pour définir quel temps d'irradiation est suffisant pour

obtenir des Pics visibles.

Ablation laser de la pastille pendant 15 secondes
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Chapitre V : Pyrolyses de matrice MALDD Pyrolyse laser GCfuIS

Ablation laser Pendant I seconde

L  t i  t . t t . l
.J v_t rJu_l

4toBt

i t t î t7sÛ

?ûûûa

LgEûE

ÇJ
l r ' J  l c

Temps de rétention (minutes

Les résultats obtenus montrent que la désorption de l'acide picolinique

est importante pour un temps d'ablation de 15 secondes. Ce temps

d'irradiation sera appliqué aux acides aminés dans la suite du chapitre.
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Chapitre V : Pyrolyses de matrice MALDD Pyrolyse laser GCfuIS

5.5.2. Résultats expérimentaux

Le tableau suivant indique les molécules majoritaires des pyrogrammes.

Matrices Molécules détectées Mécanismes

Acide cinnamique Benzène-éthenyl

Styrène

Acide cinnamique

Décarboxylation

Vaporisation

Acide ferulique 2 -méthoxy-4-vinYlPhénol

Acide ferulique

Décarboxylation

Vaporisation

Acide o cyano-3-
hydroxycinnamique

&Quinolino[ et 6-
Quinol[nol

Acide er cyano-3-
hydroxycinnamique

Décarboxylation
Vaporisation

Acide a cyano-4-
hydroxycinnamique

7-Quinolinol

Acide a cyano4-
hydroxycinnarnique

Décarboxylation

Vaporisation

Acide2,5-
dihydroxybenzoique

Acide 2,5
dihydroxybenzoique

Vaporisation

Acide succinique I

Acide nicotinique Pyridine

Acide nicotinique

Décarboxylation

Vaporisation

Acide picolinique Pyridine

Acide picolinique

Décarboxylation
Vaporisation

Tableau 5.5.1 Molëcules maloritaiires du pyrogramme et mécani)smes deformation

Les maffices se comportent de Ia même façon, mis à part I'acide

succinique qui continue à avoir un comportement different, aucun pic n'étant

déteeté.

5.5.3. Mécanismes de pyrolyse laser

Nous pouvons noter deux mécanismes prédominants lors de I'irradiation
laser :

./ Ia décarboxYlation,
,/ la vaporisation de la molécule intaete.
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Chapitre V : Pyrolyses de matice MALDD Pyrolyse laser C'CfuIS

L'irradiation laser provoque la décarboxylation des acides. son effet est

purement thermique. L; fiaisôn la plus facile à rompre étant la liaison

carboxylique, il est naturel de trouver ce mécanisme lors de I'ablation laser

comme lors de la pyrolyse thermique.

Le deuxième phénomène est la volatilisation des molécules intactes.

L,échantillon se uuporir. sous I'effet des impacts du laser et atteint f injecteur

sans être modifié. Nous avons à faire au mécanisme de désorption.

I se produit même de façon exclusive pour I'acide 2,5

dihydroxyb.-ôiq,r.. Cet acide étant thermiquement plus résistant (cf

figure 5.4.1), seule la désorption est réalisée'
Avec un irradiance d'environ 8.106 Wcm2, nous avons atteint le seuil de

désorption de I'acide

L'acide ferulique présente les mécanismes de décarboxylation et de

volatilisation, nous continuons à le prendre comme exemple (f,rgure 5.4.3)-

5. ,JE+5
4 .  t i+5

3.ûE+5

?.AE+s

I  .  AE+5

6.88+O

Figure 5.4.3 Chromatogramme d'ablation laser de l'acide ferulique

Les specfres de masse de chacun des pics sont présentés ci-après'

A. Benzène
(2,4 min.)

(  l û 8  -  8 3 )  S c c n  2 . 4 3 5  n i n .  o f  V l 5 :  F E P I  |  1 4  0

50  t qg  t 50  zqg
t l c ss /Ch t rgc
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Chapitre V : Pyrolyses de matrice MAI'DI) Pyrolyse laser GCfuIS

B. Toluène
(4,0 min.)

C . 2 -méthoxy-4 -vinYlPhénol
(9,8 min.)

D. Acide décarboxylé
et déshydraté
(11,1 min.)

4 Ê 6g  Èq  109  t ag
H a s s / C h c r g e

146

i t ET l 0 g  l ? 8  1 4 0
H a s s / C h a r g c

E. Acide ferulique
(13,8 min.)

F. Acide ferulique
(14,9 min.)

Remarqu e sur l' instru mentation

Les deux pics situés à 13,8 et 14,9 minutes sont issus de la même

molécule et non Pas d'isomères.
Une analyie de I'acide ferulique par injection en solution a montré que

le produit présênte un seul isomère. Les deux pics sont en fait dus à une

désorption décalée dans le temps du même produit'

En fait, la géomètrie de l'injecteur permet d'expliquer cette désorption

en deux tempsl L',injecteur 
"it 

constitué de deux zones chauffees

differemment.
Les molécules provenant de I'aiguille de I'enceinte se déposent sur les

parois réfrigérées par azote liquide de l'injecteur. I a désorption des pyrolysats

se fait par Jtrauffage. Or, la partie inferieure de I'injecteur est entourée par les

l 6 B r 8 s1 4 9,rù t 9

S c r n  1 3 . 8 2 5  n r n

5 { L I U U

.r û rlûû
i ! ûÊ4,

t

//

5 0 lsa 260
H a s s u C h a r g e

o f  V l 5 : F E R l l l 4 . 0
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Chapitre V : Pyrolyses de matice MALDD 
Pyrolyse laser KfuIS

résistances chauffantes, alors que la partie supérieure est chauffée par

conduction (cf chaPitre III).

La réalisation d'un nouveau corps d'injecteur poulra permettre de se

défaire de ce problème (figure 5'5.1.).Le guide aiguille de la colonne serait

remplacé par un cylindrè J. aiu-efie interne plus large. La lartie supérieure

ao ryfi"Oti serait plus épaisse, réduisant le volume non chauffé. Deux orif,tces

seraient percés pônt pËrmettre le passage du gaz vecteur de la colonne et

l'inftoduction de I'aiguitte de I'enceintr.Lupartie inferieure du cylindre serait

de même géométrie q:ue le guide aiguille, assurant ainsi les mêmes fonctions'

5.5.4. Conclusion

L'ablation laser monfie un phénomène supplémentaire à la

décarboxylation, c'est la volatilisation intacte de la molécule neutre' Nous

avons un effet de souffle, qui libére à la fois la molécule intacte et la molécule

décarboxYlée.

L',énergie apportée par le laser incident produit un-e.-yanorisation de la

matrice. Llr*îC, d'en rgi. impose à la molécule de se stabiliser par rupture {e
la liaison taptus faible,-cele ôe la fonction acide. Il apparaî1 également que.la

fonctionalisation de l'acide, utilisé comme maffice, induit plus ou moins

fortement [a coupure de la liaison responsable du départ du groupement

carboxyle

Couplé au dégagement de dioxyde de carbone, le dégagement d'acide

intact joue un rôle important lors de la détente adiabatique qui suit I'ablation

laser.

Bouchon -

-/ seDtum

Azotg
liquide

1

Guide
aiguille

Figure 5-5.1 Nouveau corps d'injecteur
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Chapitre V : Py'olyses de matrice MALDD 
I'a covaporisation

5.6. APPLICATIÙN : L,EFFET DE C0VAP0RISATIoN

5.6.1. Introduction

Le principe de la MALDI est de détecter une molécule cible intacte

ionisée grâce à une molécule matrice'
La maffice absorbe préferentiellement la longueur d'onde incidente alors

que la cible y est totalement fransparente. L',inadiation laser provoque la

dégradation dés molécules de matriri. L'.ff.t induit est double, il permet la

vaf,orisation de la molécule cible et I'acquisition d'une charge'

Par pyrolyse laser GC^{S, nous avons reproduit le mélange d'une

molécule ftansparente avec une molécule absorbant la longUeur d'onde

incidente. Il semble intéressant de connaître l'effet de la matrice, par la

détection des molécules neutres formées, avec notre montage.

5.6.2. Conditions expérimentales

L,acide picolinique absorbant préferentiellement la longueur d'onde de

266 nma ete mehnge â U L-proline, àcide aminé transparent (figure 5.6.1)'

Acide jcotinique

Figure 5.6.1 Spectres d'absorption u.v. des pastilles d'acide picolinique et de L-proline

Nous avons compacté sous forme de pastille, les poudres :

J d'acide picolinique,
./ de L-proline;
./ du mélange acide Picolinique

différentes (1/1, l/10 et l/100).

L-Proline

L-proline, eû ProPortions



Chapitre V : Pyrolyses de mqtice MALDI) 
La covaporisation

Les pastilles ont été inadiées par un faisceau laser de longueur d'onde

?': 266 nm, à la fréquence de 10 Hz, pendant 15 secondes' L'énergie

apptiquée varie de 70 a-SO mJ. La surface irradiée est de 6 mm' L'irradiance

po* f.t ffois pastilles est d'environ 8.106 Wcm2'

5.6.3. Résultats

Nous retrouvons, pour I'acide picolinique, les deux mécanismes de

pyrolyse laser, la décarboiylation et la vaporisation (figwe 5.6-2)' La molécule

de dégradation majoritaire est la pyridine'

I  .  tE+5

8.Et+4

Ê.8E+4

4.  û t+4

?.Bt+4

la

de rétentionminutes

Figure 5.6.2 Pyrogramme de I'acide picolinique

Molécule

A
B
C
D
E
F
G

44
44
52,79
52,79
52,78,79,106,123
51, 78, 102, 128, 155, 156

51,78,104, 130, 155, 156

Coz
Coz
Pyridine
Pyridine
Acide picolinique
2,2'Bipyridine
2,3'Bipyridine

L'acide picolinique est une matrice idéale pour la pyrolyse laser GC^4S.

Outre la vapoâsation âe I'acide organique inla9t' le pyrogramme présente un

seul pic de àégpdation corespondant à la pyridine'

il convient maintenant de définir les proportions du mélange acide

picolinique - L-proline.
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Chapitre V : Pyrolyses de matrice MALDD La covaPorisntion

Généralement en MALDI, les proportions de mélange molécule cible -

matrice sont de I'ordre l/1000. Le- mêtange comporte un large excès de

matrice.
En ablation laser cG/sM, le mélange lll de L-proline et d'acide

picolinique donne un chromatogralnme essentiellement constitué des

pytotysuts de I'acide picolinique (figure 5.6.3). La proportion de la matrice est

trop importante.

|  .  û8f -+5

E.À0i+4

r ' .  û tE+4

4.00[+4

t .  ûûE+4

5 la

Temps de rétention (minutq!

Figure 5.6'3 Pyrogramme d,ablation laser du mélange l/I
de L-Proline - Acide Picolinique

Les molécules formées par la dégradation de I'acide picolinique

masquent la détection des produits formés par la L-proline et particulièrement

la molécule de L-Proline intacte.

Le mélange l0/1 permet de désorber la L-proline sans dégfadation. De

plus, la quantité vaporisée peut êfte détectée (figure 5'6'4)'

I  .5E+5

i  .6E+5

5 .  0E+4

6.68+6 tû5

T de rétention (minutes

Figure 5.6.4 Pyrogramme du mélangelÙ/l (L-proline - Acide picolinique)
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Chapitre V : Pyrolyses de matrice MALDD Lq covaporisstion

Nous détectons la L-proline désorbée sans dommage, lorsqu'elle est en

excès pil rapport à I'acide picolinique. Nous avons des proportions inverses de

celle employées en MALDI.

Nous avons reproduit l"'effet de souffle" de la matrice. La matrice

semble supporter l'éùgie apportée par le faisceau laser. Elle se décarboxyle

pour évacuèr l'excès d'énergiè, proôuisant une pression sur les molécules qui

la côtoient. Les molécules lireæ sont alors expulsées intactes hors de la

pastille.
Aucun pic d'acide picolinique n'étant détecté, la réaction de

décarboxylation semble être totale.

La quantité d'acide picolinique peut êûe encore diminuée. Un mélange

avec une proportion de 1/100 en acide organique, permet de désorber la L-

proline (figfi 5.6.5). Le rendement de la réaction est légèrement diminué.

4gîJû6

3çJçJgT

?ÀûçJîr

r0Egt

tû

de rétention (minutes

Figure 5.6.5 Mélange L-proline - Acide picolinique avec la proportion 100/I

Une remarque est à apporter au sujet de la dégradation de la L-proline

qui pounait produire elle aussi la pyridine en se décarboxylant.

Nous avons soumis la LJeucine au même test en faisant varier les

proportions du mélange avec I'acide picolinique. Nous opservons les mêmes

mécanismes.
La LJeucine n'est pas visible si la proportion est de 1/l (figure 5.6.6).

Dès que la proportion attéint l}ll,la molécule de Lleucine est désorbée sans

dommage.

l 0 l



Chapirre V : Pyrolyses de matrice MALDD La covaporisation

il semblerait que nous atteignions un seuil d'efficacité de I'acide

picolinique. L"'effet de souffle" semble diminué et se perd dans I'ensemble de

ia pastiilè, provoquant peu l'expulsion des molécules environnantes'

Pyrogramme de la L-leucine seule

I tû îsFJ

540ç)

E

Plnogramme du mélange LJeucine - Acide picolinique l/l

I  .  ûE+5

t .  û t+q

Ë.0E+4

4 .  EE+4

É . lltr.'t T

CB

\l
\t'j

Pyrogramme du mélange LJeucine - Acide picolinique 10/1

I  .5 t+5

I  .0E+5

5.  CIE+4

6.BE+û

Figure 5.6.6 pyrogrammes d'ablation laser du mélange L-leucine - Acide picolinique
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Chapitre V : Pyrolyses de matrice MALD\ La covaPorisation

5.6.4. Conclusion

La pyrolyse laser GC^4S montre l'effet de covaporisation de la matrice

sur la molécule cible.

L'utilisation d'une molécule absorbant la longueur d'onde incidente
permet de désorber une molécule transparente. La décarboxylation de la

molécule absorbant provoque une surpression locale. La molécule transparente
est alors éjectée, intacte, de la pastille par cet "effet de souffle".

L"'effet de souffle" est assuré pour de petites quantités de molécules
absorbantes. Un mélange comportant 1/100 de molécule cible permet encore
de détecter une molécule cible. Le rendement est toutefois plus important avec
une proportion de 1/10.

5,7. CONCLUSION

La pyrolyse laser GC^4S permet I'analyse des neufies formés lors d'une
irradiation i^rr d'un produit solide. Nous avons montré I'existence de trois
phénomènes:

./ |a décarboxylation, effet purement thermique du faisceau laser,

./ la vaporisation intacte de la molécule'irradiée,

,/ la covaporisation d'une molécule tansparente à la longueur
d'onde utilisée.

Les deux demiers mécanismes peuvent ête dûs à un "effet de souffle".
La décarboxylation de la molécule prôvoque une surpression locale qui induit
la désorption des molécules cibles.

L"'effet de souffle" est réalisé pour de faibles quantités de molécules
absorbant la longueur d'onde (l/10).

Nous pouvons penser que le large excès de matrice en MALDI
intervient davantage sur la protonation de la molécule cible que sur sa
covaporisation. Cependant, I'ensemble des molécules neuftes formées, COz et
molécules décarboxylées, peut intervenir sur la propulsion du nuage gazeux.
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6. Etude comparée des PYrolYses
par four, filament et laser,

appliquées à des acides aminés
contenus dans le cheveu

6.1. INTRODUCTION

Pour comprendre comment un cheveu, matrice naturelle exfrêmement
complexe, se comporte par rapport à une pyrolyse thermique, il. est essentiel

d'analyser au préaliable par pyrïyt. les priniipaux acides aminésr constituants
la kératine. Ainsi nous porrnoos fiouver les mécanismes de dégSadation induits

par la pyrolyse susceptibles de se produire dans le cas du cheveu'

Ces acides aminés ont été soumis à fiois pyrolyses differentes :

,/ Quelques milligrammes d'acides aminés ont été soumis à une pyrolyse par

four tubulaire. La température est fxée à 750'C. Dans ce cas, nous

obtenons I'effet du gradient de température et du confinement de la phase

vapeur sur une masse importante de produit.

I Lrs acides aminés décrits dans le chapitre bibliographiçe et presentant une proporûon superieure à 20 pmoUg de cheveu'



,/

Quelques dizaines de microgrammes de produits sont pyrolysées par

filament avec une température de pyrolyse de 600"C et une température

d'interface de 175"C. Ces températures déterminées pzr analyse

thermogravimétrique sont adéquates à la pyrolyse des cheveux'

Des pyrolyses laser couplées avec la GC/I\4S ont été mises en oeuwe sur

r.r âiid.i aminés. Cetti technique permet d'étudier les mécanismes de

dégradation induits par un impact laser.

La spectrométrie de masse (GC/N4S) est à chaque fois la technique de

détection associée.

Ces ftois modes de pyrolyse permeffent d'explorer deux voies :

./ l'effet du mode de pyrolyse sur la dégradation des acides aminés,

./ la caractérisation de chaque acide par ses pyrolysats.

Les pyrogrammes, ainsi que les specfies de masse et les structures

moléculairei poisibles de chaque pyrolysat sont présentés en annexes 1 à 35.

Les spectres de masse ont été interprétés en rassemblant I'ensemble des

informations suivantes :

{ lacoffespondance, pour la pyrolyse par filament, des specfres de masse

obtenus en impact élecnonique à 70 eV et à 10 eV, ce qui permettait de

trouver le pic moléculaire (dans certains cas),

{ la confrontation avec les spectres de mÉNSe enregistrés dans la

bibliothèque spectrale Wiley (assez limiJée, en particulier pour les

molécules soufrées),
,/ larecherche des mécanismes de pyrolyse présents dans la bibliographie

( l - ls) .

Dans chacun des cas, seules les sffuctures moléculaires possibles ont été

indiquées. La recherche des mécanismes est basée sur l'ensemble de ces

strtrctures.
Cependant, pour la recherche des corespondances,enfte les pyrolysats

des acidei aminés^et ceux du cheveu, I'ensemble des pics a servi de base de

données (cf. chapitre Vtr).
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6.2. CONDITIONSEXPERIMENTALES

6.2.1. Choix des acides aminés

Nous avons soumis à l'analyse par pyrolyse CG/SM, les principaux

acides aminés contenus dans la kératine. Les acides aminés sont constitués

d'un motif de base et d'un groupe caractéristique, que nous appelons chaÎne

latérale.

Motif de base :

{il-vcine R:  -H

NH2{H-CO2H

T
R: - CIù-CH (CH3)2Lericine

Tvrosine

Histidine

i  ; i ;  : - i  i :1. : . .

Phén.vlalanine R '- CHr€ R:-cH2 Got

Tryptophane R: -CH'læ

t , :  : . . : . i ; i 1 1 l t i . R :- (CH2)3NH{-NH2

R : - CHz-t-N
ltt.N

H

R:{CH2)a-NH2

Acide Glutarnique R:-(CHz)z COzH Acide Aspartique R:-CH2 CO2H

Thréonine R: -CH-CH3

I
OH

R:  - (CHz)zSCH3

Sérine R: -CH2OH

Méthionine Cystine R - CH2 S S CH2-tt-*t

CO'H

I
H

frro! inc :
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W : Acides aminés

6.2.2. Choix des masses de produits pyrolysés

Les trois modes de pyrolyse demandent des quantités differentes

d'échantillon pour obtenir unrésultat interprétable. La quantité de pyrolysats

formés doit permettre de :

,/ former des pics chromatographiques sortant bien du bruit de fond,

{ . d'acquérir un spectre de masse lisible et interprétable.

La pyrolyse par four tubulaire permet de pyrolyser de relativement

grandes quantités dè produit. Pour chaque acide aminé, nous avons pesé

0,2 grammes @esée exacte).
Les pyiolysats formés sont récupérés sur un dispositif réfrigéré,

solubilisér d*r du méthanol et ensuite analysés par GC/N4S.

Cette méthode présente deux caractéristiques :

{ le temps de pyrolyse est inferieur à dix secondes' néanmoins,

existe .tn gfudi.nt de température au sein de la matière pendant

montée en temPérature,
{ lenuage gazeux formé par pyrolyse flash est entrafuié par un courant

de gazinérte (Hélium, P afin.) vers les parois froides du piège,

La pyrolyse thermique par filament, de part sa configUration, permet

la pyrolysô â'e.tt*tillons aè votumes plus faibles. Les quantités mises en jeu

sont comprises entre 80 et 100 Pg.
Des essais avec des quantités de

pyrogrammes encore exploitables. Cependant,
masse devient plus délicate.

La troisième méthode, la pyrolyse laser couplée à la GC/I{S,

fonctionne sur un principe different : I'ablation/désorption laser. Elle nécessite

peu de matière. Nbus anont évalué que la quantité de matière vaporisée est

inferieure à20 1tg.

Toutefois, la quantité utilisée pour l'échantillonnage est, dans un

premier temps, plus importante. En effet, I'analyse nécessite de compacter les

poudres ,o.r, fo.-r de pastilles, afin que l'échantillon ne ôoit pas entraîné par

le flux de gaz vecteur.
euellques milligrammes d'acide aminé sont pressés successivement à

des preisions de 2, 4 et 6 tonnes. Chaque pression est exercée pendant 5

minutes.

il
la

I'ordre 20 pg donnent des
I'interprétation des sPecfres de
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chapitre w : Acides aminés conditions expffimentales

6.2.3. Paramètres instrumentaux

Nous avons fixé certains paramètres insffumentaux pour les trois séries

d'analyse :

"/ la phase de la colonne (apolaire t5æe fIPl), l'épaisseur du filtn

(0,33 pm), ainsi que le diamètre interne (0,2 mm),

/ les températures d'interface (300'C) GC^IIS et de source d'ionisation
(240"C),

{ lemode d'ionisation est I'impact élecfronique.

Les auffes paramètres sont propres à chaque méthode :

Paramètres

Température de pyrolyse
Temps de pyrolyse
Flux d'hélium

Température interface
Température injecteur
Température four

Longueur colonne

Mode d'ionisation

four

750"C
10 secondes

750"C
200'c

35"C (2 min.)

par filament Pyrol

25 mètres

IEà70eV
de 35 à 300

puis 6oClmin. jusqu'à 290"C

6000c
5 secondes
20 mUmin.

175"C
200'c

35'C (2 min.)

25 mètres

IEà l0e t70eV
de 32 à250

I
I

20 mVmin.

30"c à 40'c
de 0"C à 300'C

0"C (2 min.)
l5oC/min. jq 300'C

12 mètres

IEà70eV
de32 à250Masses enreeistrées

Les analyses specfiales ont été effectuées
A 70 eV, nous pouvions utiliser les ressources de
Wiley.

A l0 eV, la présence du pic moléculaire est
masse peut êûe plus simple à analyser.

en impact élecfronique.
la bibliographie spectrale

favorisée et le spectre de

Les résultats exposés pour la pyrolyse laser GCA4S, sont réalisés avec
les paramèfres suivants :

J la longueur d'onde tu -- 266 nm est générée par un laser Nd/YAG
quadruplé,

{ I'rnadiance appliquée sur un diamètre de 6 mm est de 3.107 Wlcm2,

/ l'échantillon est inadié pendant 30 secondes à la fréquence de l0 heta.
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Chapitre W : Acides aminës Mécsnismes de pyrolyse

6.3. MECANISMES DE PYROLYSE THERMISUE

Certains acides aminés (glycine, sérine et thréonine) conduisent à de

nombreux pics de faibles intensités. De ce fait, ils sont particuliè

difficiles à caractériser. Les acides aminés dont les pyrogrammes sont plus

fournis ont permis d'établir un certain nombre de mécanismes de dégradation.

6.3.1. Mécanismes généraux

Au vu de nos résultats et de ceux déjà publiés pour I'un ou l'autre des

aminoacides. nous avons tenté de donner une vision globale des mécanismes de

pyrolyse.
Les principaux mécanismes ont été reportés dans la figure 6.3.L Dans

certains r^, ilr ont été validés par des travaux antérieurs, d'aufres ont été

proposés à partir de nos résultats expérimentaux. Les chiffres en indices

corespondent à la publication qui valide le résultat.

pour la plupart des acides aminés 1,2 voire 3 mécanismes émergent,

comme cela esi indiqué en gras, dans le tableau 6.3.1. Celui-ci rassemble

I'ensemble des résultats obtenus à partir des trois modes de pyrolyse.

parmi ces mécanismes, nous détaillerons ceux qui sont le plus

fréquemment renconfiés ainsi que deux très particuliers (Qet @.

6.3.1.1. La décarborylation

Ce mécanisme est général
thermiques Par four et Par filament
aminés.

à tous les acides aminés. Les pyrolyses
ont un effet assez semblable sw les acides

Outre la détection de dioxyde de carbone, nous pouvons détecter I'amine

conespondant à la décarboxylation.
C'est le cas de la phénylalanine (annexes 6 et 7), de la tyrosine (arurexes

8 et 9), de la cystine (annexes 25 et 26), de la méthionine (annexe 29) et du

tryptophane (annexes 33 et 35).
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Mécanismes de PYrolYseChapitre W : Acides qminés
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Mécanismes de PYrolYseChapitre W : Acides aminés

6.3.1.2. La déshydratation avecformation d'une alsctame

Cette réaction concerne la plupart des acides aminés, quelle que soit leur

nature.
Elle a été mise en évidence pour les acides aminés suivants : glycine

(annexe 2) - lysine (annexes 11 et 12) - arginine (annexes 13 et 14)- thréonine
(3ntt.*. Zî1- 

"tttrne 
(annexes 25 et26) - méthionine (annexes2S et29).

C'est particulièrement wai pour la cystine, l'arginine et la lysine.

H
I

H - N T

i \ f  
'"o -1

so4c/
rlh
tol

H

Tr
Lr"o

or"

-Hzo 2.: I
----+ O -C C- O
-NH3 \ '/

o

Figure 6.3.1 Mécanisme deformation d'une a lactame

6.3.1.3. Déshydratation des diacides

La déshydratation des diacides se fait en deux temps. La présence des

deux fonctions acides influe sur la réactivité de la molécule.

Pour l'acide aspartique (annexes 17 et 18), la déshydratation est

accompagnée de Perte d'ammoniaque :

a-'-'
H',N I{-\  

J\
CH -CH

^ /  \
t  6 - 6 r  _  C : O
J-"1\-o,,,

HO ,!
\-7"

2-5-Furanedione
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Chapitre VI : Acides ominés Mécanismes de pVollse

Pour l'acide glutamique (annexes 19 et 20), il y a perte de HzO et de

COz:
HzC -CHz

/ \ - -Hzo

2\ ,/î-9 - H2
Hooc HN J" 

-coz

\t't

'f -î
C c-o

NH

2-Pynolidinone

6.3.1.4. Formation de2,5 dîcétopipérazine, 3,6-disubstituées

La pipérazine-dione'-disubstituée peut être formée :

./ soit par condensation de deux o lactames,

,/ soit par condensation directe de deux acides aminés.

Il semblerait, si l'on se réfere aux travaux de M. A. Posthumus et N. M.

M. Nibbering (5) sur la méthionine, que le mécanisme de formation de la 2,5

dicétopipérazineimplique la condensation de deux cr-lactames (figure 6.3.2).

î \

,Ct  N,o'(^f rJ)**'
\ l l
H---O

o
l l

,ô- /'H
RHC N

rl
N CHR'

ç1/ \c/
l l
o

Figure 6.3.2 Formotion d'une 2,5 pipérazinedione, 3,6-disubstituée

Néanmoins, les deux mécanismes sont possibles. Ce type de molécule a

été identifié pour la glycine, la leucine, la méthionine et la proline-
pour ta p.otine, la cycloproproline est la molécule principale formée

(annexes 3l et32).

6.3.1.5. coupure radicalaire des groupements latéraux

Ce mécanisme apparaît essentiellement pour les acides aminés

comportant un cycle aromatique ou un hétérocycle'
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Chqpitre W : Acides qminés Mécanismes dle pyrulyse

Les molécules issues de cette réaction se fiouvent sous deux formes :

./ hydrogénées sous la forme R-H (mécanisme @l),
J réarrangees enffe elles sous la forme R-R (mé6isme [;)

La première forme est commune à I'histidine (annexes 15 et 16), la

phénylalanine (annexes 5 et 6), le Ûryptophane (annexes 33 et 34) et la tyrosine

(annexes 8 et 9).
Dans le cas du ûlptophane, la chaîne latérale se stabilise aussi sous

forme de quinoline, composé aromatique plus stable que l'indole'-
Le réarrang.-.ni a été identifié pour la phénylalanine (benzène-1,1'-

(éthanediyl)bis-) et la tyrosine (diphé nol-4,4' -éthane)'

pour les aminoacides soufrés, nous avons détecté des quantités

importantes de CSz et de H2S pour la cystine et de CH3SH pour la méthionine

(annexes 26 et 29). Le mécanisme de formation implique une coupure

radicalaire et une homolyse (mécanism. Q|)

CT,û,

l l 5



ComDaraison des lrois modes de pyrolyse
Chapitre VI : Acides aminés --'--.---'--' - -

6.4. COMPARAISON DES TROIS MODES DE PYROLYSE

Nous exposons les acides aminés qui réagissent aux
pyrolyse. Il s'agit de :

,/ L-cYstine,
J L-PhénYlalanine,
,/ L-trYPtoPhane,
,/ L-tYrosine,
,/ L-méthionine.

Acides aminés domaines d',

froisméthodes de

La méthode limitante est l'analyse pæ pyrolyse laser avec la longueur

d'onde incidente utilisée ()':266 nm). En effet, tous les acides aminés n'ont

pas le même domaine d'absorPtion.

Une étude réalisée par specffométrie U.V. des poudres pastillées indique

les domaines d'absorption de chaque acide aminé (tableau 6.4.1). Les spectres

d'absorption sont présentés en annexes 48 à 51.

maximum

L-A. Aspartique
L-A. Glutamique
L-Arginine
I-Cystine
L-Glycine
L-Histidine
L-Leucine
L-Lysine
I-Méthionine
I-Phénylalanine
L-Proline
L-Thréonine
I-Tryptophane
I-Tvrosine

de 190 à250 nm

de 190 à240 nrrr

de 190 à 240 nm

de 190 à 370 nm
de 190 à 240 nm

de 190 à 240 nm

de 190 à 240 nm

de 190 ù245 nm

de 190 à 265 nm

de 210 à 280 nm
de 190à240nm
de 190 à 230 nm

de 210 à 370 nm

de 190 à 3fi) nm

204.8 nm
208.4 nm
208.6 nm
291.9 nm
208.5 nm
208.6 nm
207.6 nrt
196.4 nm
222.6 nm
253.3 nm
204.9 nm
198.6 nm
310.5 nm
284.9 nm

Tableau 6.4.1 Domaine et maximum d'absorptions des principatn aminoacides

à l'état solide (mode réflectance)
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chapitre w : Acilles aminés comParsison des trois modes de pyrolyse

Ce tableau explique les résultats que nous avons obtenus :

./ les acides aminés tels que la cystine, la phénylalanine, le tryptophane et la

tyrosine absorbent à 2à6 nm. L'ablation laser conduit à la formation de

composés de pyrolYse,

J la méthionine absorbe faiblement cette longueur d'onde. Elle se vaporise et

de ce fait, est détectée intacte,

,/ les aufies acides aminés sont fransparents à la longueur d'onde incidente.

Ils ne donnent aucun composé de pyrolyse dans les conditions définies

chapitre 6.2.3.

6.4.1. Les mécanismes de pyrolyse de L-cystine

Cet acide aminé est particulièrement sensible à la chaleur. Certains pics

ont été interprétés et les résultats sont résumés dans les tableaux annexes

25 à27.

La pyrolyse par filament à 600'C monfie de nombreux pics de

dégradatiotr-1*tr.*. 26). Cependant, elle présente I'avantage de permettre la

détection des molécules très volatiles. Nous pouvons ainsi détecter CO2, CS2,

H2S. De plus, la tendance à former des o-lactames (G et H), que nous avions

notée en pyrolyse par four, est confirmée (annexe 26)'

L'ablation laser apparaît particulièrement adaptée (annexe 27). Le

résultat obtenu avec notre protocole conduit à un pyrogramme beaucoup plus

simple à interpréter si on le compare à celui obtenu par pyrolyse thermique-
Les mdlécules formées par l'ablation laser ne subissent apparemment

aucune dégradation secondaire. La pyrolyse laser privilégie la formation de

COz et Oe ôSz. Cependant, nous pouvons noter également, comme en pyrolyse

thermique, la formation de toute la série d'cr-lactames.

Les trois acides aminés comportant un noyau aromatique et absorbant à

266 rnnconduisent à des résultats interprétables.
Leur capacité à absorber la longueur d'onde incidente provient de leur

groupement aromattque. Ainsi, ils présentent à peu près le même

comportement aux trois modes de pyrolyse.

tt7
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6.4.2. Les mécanismes de pyrolyse de L-phénylalanine

L'acide aminé est peu sensible à la tempérahne de pyrolyse. Les
pyrogrammes obtenus à 750'C par four et 600'C par filament sont assez
similaires.

La pyrolyse par four
(annexe 5). La pyrolyse par
(annexe 6).

Par conffe, la pyrolyse par laser induit des
sein de l'échantillon.

phénomènes différents au

L'ensemble des mécanismes (cf. figure 6.3.3) mis en jeu lors de la
pyrolyse thermique et de la pyrolyse laser sont résumés dans le tableau 6.4.2.
Les lettres représentent les pics chromatographiques en annexes 5,6 et7 -

Tableau 6.4.2 Mécanismes de pyrolyse de la L-phénylalanine

La pyrolyse thermique se caractérise principalement par :

./ la décarboxylation,
,/ les réactions de dimérisations radicalaires à

latérales.
des chaînes

La pyrolyse par filament induit principalement la formation du
éttranamine-4, phénol par décarboxylation. La pyrolyse par four provoque
plutôt la formation d'indole.

Pour sa part, la pyrolyse laser se caractérise nettement par la
volatilisation de la molécule intacte (H).

De plus, nous notons les mêmes mécanismes que ceux observé en
pyrolyse thermique :

,/ la décarboxylation qui produit le éthanamine-4, benzène @),
,/ la coupue de la chaîne latérale formant B et C.

se caractérise par le peu de molécules formées
filament indique des dégradations plus marquées

partir

Mécanismes qq@o
Pyrolyse par four F H  E  C  A  B  D  G

Pyrolyse par filament J B F G H D I C K

Pyrolyse laser J  B , C  E D F, I

l lE



Chapitre W : Acicles aminés ComParaison des trois modes de pyrolyse

Par contre, la présence de diphényt proprène et de diphényl butadiène ne

peut s'expliquer quà p* des réJctions radicalaires avec allongement de la

chaîne aliphatique.
Elles sont waisemblablement issues des réactions de décarboxylation et

désamination simultanées de l'acide aminé (mécanisme @l

D'autes sfructures de poids moléculaire plus élevé K, L et 1"1)

proviennent peut-être de réactions intermoléculaires. Cependant, nous ne

sommes pas en capacité de confirmer leurs structures moléculaires exactes

avec le seul usage de notre simple quadripôle.

En résumé, la décarboxylation est une réaction commune selon les trois

modes de pyrolyse. Elle induit la formation du benzène, 4-éthanamine et de

composés de dimérisations radicalaires.

6.4.3. Les mécanismes de pyrolyse de L-tryptophane

La majorité des pics issus des pyrolyses par four et par filament A
identique (annexes 33 ef 34). Les molécules se forment selon le-mécanisme [3J

Les variations de température de pyrolyse modifient peu les résultats.

Dans le cas du L-tryptophane, la désorption de la molécule intacte n'est

pas mise en évidence. Par conffe, I'ablation laser provoque ine
àecarboxylation avec formation de lH indole, 3-éthanamine (mécanisme [+ i.

Les coupures radicalaires ont lieu comme pour les pyrolyses thermiques

induisant des indoles.

La présence des pics N, O et P (annexe 35), indiquant que des réactions

intermoléculaires peuvênt avoir lieu semble être une caractéristique de la

pyrolyse laser de cet acide aminé.

6.4.4. Les mécanismes de pyrolyse de la L-tyrosine

La L-tyrosine est une molécule assez semblable à la phénylalanine. Elle

se comporte de la même façon (annexes 8, 9 et l0)'
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6.4.5.

Le mécanisme majoritaire est [a décarboxylation, formant le

éthanamine-4, phénol.
Le second mécanisme émergent est la coupure radicalaire de la chaîne

latérale. Il explique la formation du phénol, du méthyl-4, phénol, et du

diphénol, 4,4' -éthane (par dimérisation radicalaire).

L'ablation laser provoque pour la tyrosine essentiellement deux

mécanismes : d'une part la décarboxylation, d'aufie part la

désorption/vaporisation de la molécule intacte.

Les mécanismes de pyrotyse de la L-méthionine

La méthionine soumise à la pyrolyse thermique (annexes 28 et 29)

montre de nombreux mécanismes de dégradation parmi lesquels, nous
pouvons citer:

{ laformation de I'o lactame @, four), mécanisme @
,/ laformation de l'amine (F, filament), mécanisme @
{ laformation de I'imine (M, filament), mécanisme @

par conte I'ablation laser de la méthionine ftaduit un comportement
différent. Lorsque I'irradiance estjuste suffisante à266nm (3.10i Wcm2), les

deux seuls phénomènes décelés sont la vaporisation et la décarboxylation.
Ih sô produisent non seulement pour une molécule à cycle aromatique

stable co1n11re la phénylalanine et la tyrosine, mais aussi pour une molécule

telle que la L-méthionine.
La molécule se - volatilise puisqu'elle est détectée intacte. Le

chromatogramme en annexe 30 monte les pics mal résolus et de faibles
intensités de dioxvde de carbone et de la L-méthionine.
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Chapitre W : Pyrolyses d'acides aminés Conclusion

6.5. CONCLUSION

Les pyrolyses thermiques systématiques réalisées par four et par

filament des-aciàes aminés contenus dans la kératine de cheveu permettent

d'établir une base de données pour l'interprétation des pyrolysats formés pour

le cheveu.

La pyrolyse laser permet de monfier des mécanismes équivalents à ceux

déf,rnis pour les acides organiques.

Lorsque I'acide aminé n'absorbe pas la longueur d'onde du faisceau

laser incident, le seul phénomène visible est le changement d'état de surface de

la pastille. La surfacê peut être marquée d'auréoles formées par les impacts

laser successifs. La côloration peut dans certains cas changer- Cependant,

aucun produit de pyrolyse n'est détecté.

pour les acides aminés (cystine, tryptophane, tyrosine et phénylalanine)

qui absorbent à 266 nrn, les résultats de I'ablation/ pyrolyse laser sont

significatifs.
La L-cystine perd une molécule d'eau pour former des cr lactames.

Les trôis auffes acides se décarboxylent de façon préferentielle, les

groupements aromatiques pouvant stabiliser les molécules formées.

De plus, l"'effet de souffle" se produit en vaporisant les molécules

intactes dans lé cas de la phénylalanine, de la tyrosine et de la méthionine.Un

dégagement de dioxyde de carbone est toujours détecté.

Une information supplémentaire apparaît, la pyrolyse laser favorise la

formation de molécul.r Ae poids moléculaire plus important que le poids

moléculaire de I'acide.
Les conditions induites par la pyrolyse laser pounaient favoriser des

dimérisations radicalaires, soit ente les chaînes latérales, soit après perte

d,ammoniaque et de dioxyde de carbone. Des réactions intermoléculaires

pogrraient aussi avoir lieu. Ceci sera à vérifier plus tard avec un équipement

plus performant.
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7. Etude d'un polymère naturel
complexe : le cheveu

7.1. INTRODUCTION

Le cheveu est un matériau résistant, impufiescible et facilement prélevé.

Il est caractéristique de I'individu qui le sécrète, tant génétiquement que par

imprégnation de substances exogènes ou endogènes. Il peut devenir dans les

affàirei criminelles, un élément intéressant pour [a manifestation de la vérité.

En effet, un cheveu se caractérise par :

/ ses caractères morphologiques (forme, longueur, diamèfie, couleur,
fianspirence, forme des écailles- -.),

/ les éléments minéraux qu'il contient métabolisés par le sang ou absorbés
par la tige Pilaire,

/ les substances organiques absorbées ou adsorbées (sueur, stupéfiants,
traitements caPillaires... ),

/ les prgtéines formant les kératines (plus ou moins riche en soufre par

exemple),
,/ ses caractères génétiques (ADN mitochondrial pour la tige en

particulier).

Les techniques d'analyse utilisées pour caractériser les cheveux, mis à
part, peut être, l'analyse de I'ADN mitochondrial, ne sont pas à elles seules

assez-discriminantes pour individualiser un cheveu parmi d'autres. Il convient

d'utiliser les informations de plusieurs techniques pour affiner la

caractérisation.
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Depuis lgg1,nous avons développé au laboratoire, des recherches dans

le domaine de la caractérisation de fibres naturelles et synthétiques en relation

avec la criminalistique.
Dans * ptô*ier temps, nous avons associé deux techniques : la

morphologie et lâ specnométrie de masse, afin de caractériser les cheveux en

cumulant plusieurs critères de comparaison.
Ain;i, les analyses morphologiques permettent de noter les differences

et les ressemblances visuelles àes cheveux avant l'analyse par spectrométrie de

masse.

Les analyses par ablation/ionisation laser couplée à un spectromèfie à

temps de vol (LAIrzIlvIA) effectuées en routine, permettent d'obtenir des

informations sur les éléments minéraux contenus dans la fibre capillaire.

Cependant, l'origine organique des pics est difficile à identifier' En

effet, l'énergie laser apportée sur le cheveu pour rompre I'agencement très

résisiant de la tige doit être importante. Elle induit la formation d'agrégats,

formés à partir à'éléments minèraux, organiques ou de la combinaison des

deux.

La pyrolyse thermique GC/I{S est apparue conrme une méthode

compléme"àit" pour caractériser le cheveu par ses seuls composants

organiques.
i'important nombre d'éléments constitutifs ainsi que la structure même

du cheveu permettent d'assimiler le cheveu à un matériau composite, dont

l'élément principal est la kératine, protéines formées à partir de 2l acides

aminés.

Nous avons suivi deux ares de recherche avec ce polymère natuel (le

cheveu) :

/ comprendre les mécanismes de pyrolyses thermique et laser du cheveu,

en les comparant avec les principaux acides aminés qui le constituent et

de quelques PePtides,
./ définir si une discrimination de differents cheveux est possible par

pyrolyse thermique couplée à la chromatographie en phase gazeuse et

dans quelles conditions.
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7.2. BIBLIOGRAPHIE

7.2.1. Morphologie et histologie des poils et des cheveux

Le poil ou le cheveu est constitué d'une partie apparente émergeant au-

dessus de la peau, c'est la tige pilaire proprement dite, et d'une partie profonde

qui constitue la racine (flrgwe 7 -2.1) (l).

horrlpllateur

Figure 7.2.1 Le cheveu

La racine ou follicule pileux comprend la partie proximale de la tige

pilaire entourée de ses gaines épithéliales à partir desquelles elle est élaborée.

Le poil sort de la peau au niveau du canal pilaire, qui comprend une

partie prôfonde, intadermique, dite l'infra-infundibulum et une partie

iuperficleile inna-épidermique, appelée l' acro-infunbidulum.
A la base dè f infra-infundibulum débouche le canal qui vient de [a

glande sébacée; celle-ci, située dans I'angle obtus formé par le bulbe pilaire et

I'epiO..-e, secrète le sébum qui se déverse dans le canal sébacé puis dans le

canal pilaire.

Un muscle inséré à la fois à la base du poil et sur la glande sébacée, le

muscle redresseur ou érecteur, intervient pour provoquer l'érection du poil

(phénomène d' horriPilation).
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7.2.1.1. Le bulbe pilaire (fîgure 7.2.2)

Bien qu'il soit une annexe de la peau, chaque bulbe pilùe est un organe

miniature. Sà partie inferieure est renflée en forme de massue. C'est là que se

trouve la matrice pilaire, massif cellulaire creusé à sa base par une dépression'

la papille, où s'insère le pédicule vasculo-nerveux, enftelac de vaisseaux

sanguins, tymphatiques et de fibres nerveuses'

Figure 7.2.2 Le bulbe Pilaire

La zone germinative siège autour de la papille, dans la région la plus

profonde de la matrice. Les cellules qui la composent possèdent un noyau

volumineux et un cytoplasme riche en tonofilaments' et en desmosomes' dont

la présence est le signe d'une activité biologique intense. Elles sont mêlées atl)K

mËlanocytes qui éËborent les pigments pilaires, puis les cèdent aux cellules

matricielles.

Au cours de leur migration ascensionnelle vers la zone épidermique, les

cellules de la matrice s'enrichissent encore en tonofilaments et en

desmosomes. puis elles commencent à se kératiniser. Le phénomène

s,accentue au fur et mesure que les cellules s'approchent de la surface de

l,épiderme. Elles perdent leur noyau et deviennent les cellules corticales de la

tige pilaire.

Deux gaines épithéliales entourent le bulbe pilaire :

./ la gaine épithéliale externe, issue de l'épiderme et entourée d'Une épaisse

coùche de-tissu conjonctif richement vascularisé et innervé,

I Les tonofilarneirts constituent les principales proteines structurales de la peau et des chwzux ftératines)'

2 [., desmoses sont des régions épaissies de la me,mbrane plasmique oir les cellules sont étroiteE€nt liées entre ellæ'

papiUe
bulb€ pildire
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J la gaine épithéliale interne, ptus mince, tout en étant constituée de

I'extérieur vers I'intérieur, de frois couches cellulaires distinctes qui se

forment à partir des cellules matricielles :

X une couche monocellulaire (gaine de Henlé) formée de cellules

cuboides qui se kératinisent précocement,

X une couche plurisftatifiée (gaine de Huxley) qui se kératinisent plus

tardivement,
X une cuticule de gaine constituée d'une seule couche de cellules

aplaties, qui se recôuwent à la manière des tuiles d'un toit, ce qui leur

permet.dé venir s'articuler avec les cellules de la cuticule de la tige

pilaire.

7.2.1.2. La tige pilaire (îgure 7.2.3)

Cuticule

Médulla

Canal
médullaire

Figure 7.2.3 La tige pilaire(coupe transversale)

La tige pilaire, de 20 à 40 pm de diamètre chez le nouveau né et de 70 à

120 pm chez I'adulte, est constituée de trois zones concentriques :

,/ une zoîe médullaire cenffale, composée d'une ou deux rangées de

grandes cellules peu pigmentées. A l'intérieur de ces cellules, il se forme

â., 1,,ur.roles qui se dilatent et deviennent coalescentes; progressivement

ces cellul.s p.id.nt leur liquide, qui est remplacé par de I'air, ainsi se

créent des cavités qui parsèment la zone médullaire'

,/ une zone corticale, disposée autour de l'æ<e médullùc. Elle est constituée

de cellules allongées (de 2 à 5 pm de largeur pour 80 à 185 pm de

longueur) qui sont remplies de fibrilles de kératine, mélangées à des grains

ae pigmenti mélaniques. Ces cellules kératinisées sont des cellules mortes
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qui ne renferment plus aucun organelle. La zone corticale est recouverte

par l'épicuticule, mince pellicule dont l'épaisseur ne dépasse pas 0,1 pm'

,/ une cuticule, l'épidermicule de la tige pilaire, de 0,5 mm d'épaisseur,

constituée de cellules qui se chevauchent comme les tuiles d'un toit, avec

un bord libre qui est toumé vers la pointe du poil. Ces cellules s'imbriquent

éftoitement dans les cellules de la cuticule de la gaine épithéliale interne du

bulbe pilaire .

A sa partie inférieure , la tige pilaire est éfioitement accolée à la gaine

épithéliale int.*. du bulbe. Elle s'en détache et devient libre au niveau de

I'entrée du canal sébacé.

La forme de [a section de la tige pilaire varie selon les ethnies. Elle est

de forme ovale dans la race noire et circulaire dans la race asiatique. Dans la

race eurasienne, elle est circulaire pour les cheveux et ovale pour les poils.

7.2.1.3. La glande sébacëe

Tout poil ou tout cheveu est pourvu d'une glande sébacée. Cette règle

est sans excèption. Mais il existe des glandes sébacées isolées, qui ne sont pas

associées à un produit du système pileux et qui débouche directement à la

surface de l'épiderme.

A I'intérieur d'une glande sébacée, on observe fiois types de cellules (2)

./ des cellules indifférenciées formant une couche qui repose sur la

membrane basale,
./ des cellules differenciées, plus proches du centre de la glande et chargées

de lipides,
,/ des cellules matures qui se frouvent au niveau de la lumière cenffale; elles

sonr gorgées de lipides; quand leur membrane se rompt, leur contenu
(sébuâ) 

-se 
déverrè dattr le canal sébacé qui débouche dans le canal

folliculaire.

Le sébum humain contient strtout des lipides (3) :

,/ des triglycérides, particulièrement abondants (57,5 o/o), partiellement

hydro$G sous I'influence de lipases d'origine bactérienne, libérant des

acides-gras qui peuvent représenter 25 à 30 % des lipides recueillis à la

r2t
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surface de la peau. Cette hydrolyse est spécifique de l'espèce humaine; il

n'existe pas d'acides gras libres sur la peau des animaux,

,/ des cires (26 %), composées de mono-esters d'acides gras et d'alcools à
longues chaînes ainsi que des fiaces de diesters formés enfie les acides gras

et un alcanediol à longue chaîne,
./ du squalène (12 %), hydrocarbure aliphatique insaturé en C3e, synthétisé à

partir des radicaux acétates,
,/ du cholestérol à l'état libre (1,5 %o) ou

cyclisation du squalène en lanostérol
cholestérol.

estérifié (3 %), provenant de la
qui se fiansforme ensuite en

Le Taux d'Excrétion Sébacée (TES) varie de I à 1,5 pglurt'lmn chez

l'homme et de 0,75 à | Vglcnf lr rrn chezlafemme.

7.2.2. Constitution de la tige pilaire

La tige pilaire est essentiellement (85 à 95 %) constituée d'une protéine

fibreuse, lJkératine (1). Elle se constitue progressivement à l'intérieur des
cellules germinales qui au cours de leur ascension se kératinisent
complètement. La tige pilaire ne contient presque plus d'acides nucléiques.
Cepôndant elle contient encore de l'acide urique et certaines bases d'origines
nucléiques.

Entre les fibres de kératine s'insinue une substance cimentante de nature
protéinique : la matrice.

La kératine contient la plupart des acides aminés, mais elle est surtout
riche en cystéine. Les acides aminés constitutifs sont disposés en chaînes
suivant une séquence propre à chaque espèce (1).

7.2.2.1. Acides aminés constitunnts la kératine

Les acides aminés comportent une fonction amine et une fonction
alcool, donnant le motif de base :

R
I

NH2{H-COzH

Nous avons gfoupé les acides aminés selon leur chaîne latérale @).
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R est une clrttîne uliPhatique

Leucine 5 R: -CH2-CH(CH3)2

Isoleucine 4 R. CH3-CI{-C2H5
I

Val ine 3 R:-  CH(CH3)2

R comporte un noYûu aromdtrulue

Gl1 , .c ine  !  R : -H

A lan ine  2  R : -CH3

Phén-vlalanine 6 R:- 
"t, €

Tyrosine 7 R:- a"r@ot

rryptophane 8 R' -."r 

17)

Histidine 9 R. - CHz-Tl-Ntt ))-N

H

R comporte une ou plusieurs 'it;!;i-':i,:'iit:"': ::'!!::-:'":::

i ,, ' ': ir.i l::: i :i R -(CHz)r NH2

.i:,-;;,r71172;1 :, 1 R :- (CH2)3NH{-NH2 i.-,:ïir;iil;;* .i; R : 
- (CHz)3 1IH1-I{II,

'i-IH O

R comPorte une -fonct ion ac ide

Acide Aspartique t3 R:-cHz co2H Acide Glutamique 14 R -(cH2)2 co2H

R comPorte un hYdroryl :

Thréonine 15 R: -CH-CHr Sérine 16 R: - CH2 OH
I
OH

cystéine 19 R: -cH2 sH Acide cystéique 20 R: - cH2 so3H

R est un fu11:f ,*tc.1'c'{t: *ili;.rjtrtllçtri' .'

ilrr.rline li : l-_l
\^AcorH

I
H

Rpossède un atome de soufre :

cystine 17 R : -cH2s s cH2-t"-*r Méthionine 18 R : -(cH2)2 s cH3

co2H
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Les quantités des 2l acides aminés trouvées pour des ch1:veux sains

dans differentes sources varient d'une méthode à l'autre (tableau 7 -2-l). Nous

pouvons ainsi appréhender la difficulté à quantifier la composition en acides

aminés.

Acide aminé Réference 5 Référence 6 Autres références

l. Cl1.'cine
2. Alanne
3. Valine
4. lsoleuctne
5. l..euciire
6. Phénylalanine
7. Tyrosine
8. Tryptophane
9. Histidine

10. i. ' 'r ' l l i:tl
l l. .: '..11,1ir:tr:t
L2. i.. t"t ;'s-?t 1 i :'i':
13. Acide Asparttque
14. Acide Glutamique
15. Thréonine
16. Sérine
17. Demi-cystine
18. Méthionine
19. Cystéine
20. Acide Cystéique
21. i irtr l ine

463-57
362-384"
477-513"
244-255"
502-529"
132-149"
177-195"

64-86"
206-222b
499-550"

4444fib
995-1036b
648-6nb

t0t3-109lb
t4o7-l5nd

50-56b

22-40"
646-708"

548-560
3r4
470
366
489

151-226
r2r-nf
20-64
40-77

t30-2t2d
st l -620

292-578d
930-970
588-714
705-1090

1380-1500
47-67
4r-66

374-694d

784-rs34 Qd)

17-70 (t')

1 l  (8 )

-Lecheveu 
"st 

ussut" tton altéré cosmétiquement pour les réf' 6,7 et8'
b pas de différences significatives parmi les échantillons analysés.

" Différences significatives entre les échantillons analysés.
d ôes valeurs soint issues d'un essai microbiologique de Lang et Iaucas (92)

Tableau 7.2.1 Acides aminés présents dans un cheveu humain non altéré"
(micromoles i'acide aminé par gramme de cheveu sec)(4)

Aes couleurs sont attribuées à chaque acide aminé en fonction de son type

précédemment défini.)

Dans le tableau 7.2.2,1es proportions sont exprimées en pourcentage'

Nous pouvons ainsi montrer quelques tendances

l3 l
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Acide aminé Réf 5 Réf 6 Réf. l0 Réf. I I

17. Demi-cystine
16. Sérine
14. Acide Glutamique
"i.1 . ï.trE:l: i ' i+

15. Thréonine
5 Leucine

.i 
i 1+,v',:7i"i11-7r1

3. Valine
1. [il_vcine

13. Acide Aspartique
2 Alaline
4. lsoleuoine
; :-; . j.. ., .,,-1 1 

"7;
7. Tvrosine
6. Phénylalanine
9. Histidine

18. Méthionine
20. Acide Cystéique
19. Cystéine
8. Tryptophane

i  j  i  l ' t i :  , i i : : - t , , '

16.9
t2 . r
t l .7
? f i
7.6
5 .ç
i t j . t :

5.7
5 .6
5 .2
1:-7
2.(.)

i t
1.6
0.9
0.6
0.3

17.2
t0.7
I  1 .3
i,r. +

7.8
5 .8
,i: . "!

5 .6
6 .6
5 .2
a n
_ 1  . l

4.1
. ' : . i j

1.7
2.2
0.7
0.7

0.6
0.5

18.6
1  1 .3
18 .6
1 . J
5.5
6 .7
t+ . . i

6. i ]

5 .0

. ,  ' - 1

-i 
' '.j

2.6
0 .9
0 .7
0.5

0.4

t4-16.5
9.6-10.8

1,1.3- i5._5
?, i l -7.$
6.5-7.5
6,4-6.9
i: ii''+.i':
5,û-5 .8

5.6-6.5
2 .8-3 .5
2:3-2.5
. a . . 1 : . 1 - : ,  t

2.1-2 .7
2.2-2.8
0 .8 -1 .1
0.5-0.9

0 .8 -1 .2

L'ordre d'importance en pourcentage est donné par la référence 5.

Tableau 7.2.2 Acides aminés présents dans un cheveu humain non altéré (pourcentage)

Deux molécules présentes en proportions notables, aussi bien dans les

fibrilles que dans la matrice (4), jouent un rôle au niveau de la résistance et de

la forme du cheveu. Il s'agit de :

,/ la cystine qui forme les ponts disulfryes dans la tige pilaire ; sa

fréqùence drln motif pour 4 tours d'hélice, explique sa contribution à la

résistance mécanique de la fibre,

,/ la pfûlinû qui est susceptible de rompre l'enroulement de l'hélice a

serait à I'origine de l'ondulation naturelle de certains cheveux'

La sérine et la thréonine sont les deux seuls acides aminés à posséder

une fonction hydroxyle dans le cheveu. Leur présence participe aux liaisons

hydrogènes, en association avec I'histidine.

L'acide gtutamique est présent en quantité remarquable dans-le cheveu.

Il peut *r*rr-drs liaiions ayant un caractère ionique avec les acides aminés

possédant une fonction amine libre (I1'sine et arginine). La fréquence de ces

iiuirottr est double de celle des ponts disulfures, soit une liaison pour deux

tours d'hélice.
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Les acides aminés comportant un noyau aromatique (t]'r*siil* et

phen,vlaliurine) peuvent induire des fiaisons de type Van der Waals' Bien que

l'énergie de ,., liuiro* soit faibles, leur nombre fait qu'elles peuvent

contribuer à la stabilité de l'édifice'

7.2.2.2. Les acides aminës N- et c- terminaux de la këratine du cheveu

L'analyse des peptides contenus dans

permet de metfre en évidence les acides

N-terminal ou C-terminal (4).

le cheveu et leur dégradation
aminés Présents en tant que

La méthode de dégradation des dinirophénylaminqryidgs de Sanger

(12), utilisée par Kerr e-t Godin (13), a permis d'identifier la valine' la

thréonine, la gl1,,cine, l'alanine, È ieti"., I'acide glutamique et I'acide

aspartique .o**ô des acides aminés N-terminaux dans le cheveu humain'

Des données quantitatives de Speakmu" (-14) et Hahnel (15) pour les

acides aminés N-terminaux, utilisant la même technique, sont résumés dans le

tableau 7.2.3.

Acides aminés micromol/g de cheveu
4,0
4,0
3,9
1,0
1,0
1,0
0,5

15,4

Tableau 7.2.3 Les acides aminés N-terminoux dans le cheveu (en pourcentage relatifl

Laméthoded'hydrazinolysedeNiuetFreankel-Conrad(16),utilisée
par Kerr et Godin al3i, u p.ttit de défrnir les acides aminés C-terminaux

contenus dans le cheveu.
Ces acides aminés sont la thréonine, la glycine, I'alanitre, |a sérine'

l'acide glutamique et I'acide aspartique' Ces six acides aminés servent aussi à

créer les résidus N-terminaux.

Valine
Thréonine
Gly'cine
Alanine
Sérine

4
6
8
2
2
)

IAcide Glutamique
Acide Aspartique

Total
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7.2.2.3. structure des liaisons peptidiques dans la kératine

A I'intérieur de la chaîne, seules les liaisons peptidiques C-N sont

rigides; les autres liaisons permettent théoriquement-tous. les arangements

possibles. Toutefois, il exiite un arrangement préférentiel qui définit la

sffucture secondaire habituelle de la protéine'

La stabilité de cette structure, ou hélice c,, enroulée autotn d'un axe

rectiligne, est fonction de la présence ou de l'absence de certains acides

aminés. En effet, des ponts hydrogènes inter-caténaires s'établissent enffe les

acides aminés stabilisant I'hélice. L'hélire ainsi constituée présente une unité

périodique de 0,50 à 0,55 nanomètres'

La présence de cystéine dans les chaînes polypeptidiques de kératine

permet l'éiabtissement de ponts disulfures inter-caténaires : habituellement 3

ou 7 hélices sont ainsi enroulées l'une autour de I'autre. Ces cordages à 3 ou 7

brins constituent les protofilaments. Ils sont groupés-par-9 pour former un

filament de nombreux filaments groupés forment une fibrille'

La tige pilaire contient en dehors de la kératine, des lipides et des

minéraux en très faible quantité.

7.2.2.4. Minéraux contenus dans la tige pilaire (4)

Les constituants minéraux sont faiblement représentés, moins de l% de

la fibre.

Le cheveu contient deux types d'éléments minéraux, ceux présents

naturellement et ceux apportés par l'environnement.
La part endogènéèst constituée, en auûe, du phosphore (P), du calcium

(ca), ou magneri"à (Mg), du sodium (Na), du potassium (K), du zinc vn)'
du cuiwe (cî), du fer'fféi, A" bore @), de l'aluminium (Al), du baryum (Ba),

de l'argent tÀÉ1, de l'àr (a,t), de I'arsenic (As), du titane (Ti), du vanadium

(V), de l'iode (I) et du sélenium (Se)'
parmi les élément, .*ogèn s le sfiontium (Sr), le merctne (Hg), le

plomb (Pb), I'antimoine (Sb), le tgngstène (!V) et le molybdène (Mo)' en autre'

sont susceptibles d'êfie présents selon I'environnement des personnes.

L'origine de ces éléments est diverse. Une grande proportion groy-lent

de dépositiJns dues à la sueur. D'autres éléments peuvent provenir de I'eau

(Ca, Mn, Fe, Cu), de traitements capillaires (Zn, Se, K' N4 Mg)' de pollutions
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aériennes (Pb, Hg), de l'alimentation ou d'irrégutarités du métabolisme (Cd,

zn)-
Lefer a la particularité d'intervenir dans la couleur rousse des cheveux'

7.2.3. Propriétés physiques du cheveu ou du poil (1)

L'élasticité est la propriété essentielle de la tige pilaire. En deçà d'une

certaine limite de tractiotr o.r de déformation, elle reprend la longueur ou 11

forme qu'elle possédait avant I'action de I'agent déformant' Ainsi

I'allongement deJ cheveux secs après traction peut être de-nly9 de 30 %; après

humidification et traction, I'allongement peut êfie de plus de 100 %'

La résistance aux agents mécaniques est elle aussi remarquable. La

charge de rupture varie de +O à 60 grammes. La résistance à l'écrasement est

également très imPortante.

La résistance aux agents biologiques est excellente puisqu'une tige

pilaire résiste pendant au moins 10 ans à la pufréfaction.

La résistance aux agents chimiques est moindre : les alcalis, les

oxydants et les réducteurs à'iminuent la cohésion de ta tige pilaire. Celle-ci

résiste mieux à I'action des acides.

La résistance à la chaleur est également faible. La dénaturation induite

étant, après un certain seuil, irréversibt.. t-u déformation obtenue est maximale

quand ôn applique au cheveu ou au poil une chaleur humide.

Normalement, la tige pilaire ne contient pas d'eau : celle-ci disparaît en

effet au cours de la kéritinisation. Cependant, les capacités d'absorption de

l,eau sont tès importantes. L'humidifiôation augmente l'élasticité, induit des

déformations en lôngueur et en diamètre de la tige pilaire. Ces déformations

seront régressives après séchage.

Les propriétés électriques sont variables avec l'état d'hydratation : les

cheveux mouillés sont conducteurs, les cheveux secs ne le sont pas. La friction

des cheveux détermine letr charge en électricité statique; le pouvoir

d'électrisation est variable selon les individus'
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Les déformations induites par la ffaction ou la torsion s'accompagnent

du passage de la forme g de la kéiatine en forme p : ce phénomène correspond

a h rupture des ponts hydrogène infia-caténaires'
ces modifications sont facilitées par l'état d'hydratation orr I'action des

alcalis. Les déformations sont augmêntées par la conjonction des deux

éléments facilitateurs.
r-a rupture des ponts disulfures inter-caténaires peut se faire sous

l'action d,agents réducteurs conduisant à la création de radicaux thiols'

L,application dlun agent oxydant élimine une molécule d'eau et permet la

reconstitution de potrË Ait.lno.s nouveaux, c'est-à-dire de nouvelles liaisons

conduisant à la constitution d'une nouvelle molécule de kératine'

7.2.4. CYcle Pilaire

Le follicule pileux peut êfie considéré comme une glande à sécrétion

holocrine qui fabrique un cheveu en quelques années, l'élimine' puis le

renouvell. âprer un ïertain temps de latence. Cette altemance de phases de

croissanc. o" *ugenes, de régression ou catagenes et de repos ou télogènes,

est représentée dans presque to:utes les espèces possédant un système pileux'

Chezla plupart des animaux, les cycles pilaires de tous les poils sont

synchrones. Chez l'hol1.lrn. au contraire, les cycles de chaque cheveu ou poil

ne sont Pas sYnchrones.

La durée des cycles pilaires est variable selon les ethnies et selon les

zones du corps ,*u-iné.t. On considère que les cheveux se renouvellent

entièrement quatre fois au cogrs de la vie. La phase de croissance dure environ

1000 jours, là phase de repos 100 jours, mais il existe d'importantes variations

autour de ces chiffres moyens'
Les auffes poils ont des cycles plus courts : par exemple, les sourcils se

renouvellent deux fois Par an'

Cecyclepi la i resedécomposeenf io isphasesdeduréesinégales
(figure 7.2.4) :

,/ La phase anagène, période d'activité intense, qui dure environ 900 jours,

et pendant laquelle le poil ne cesse de grandir'

,/ La phase catagène, période de transition variable, en moyenne une

trentaine de jourî, débute par I'intemrption de l'activité de la matrice' La

multiplication cellulaire etia mélanogenèse s'arrêtent; les poils deviennent

plus fins et plus clairs, la papille -t" iéprtt du bulbe pilaire sous la forme

à'un petit groupe de cellules indifférenciées'
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J La phase télogène, qui dure de ûois à six mois, est une pén9{e de repos'

Uaiigepilaire éntouréi de son sac épithétial est étiminée' Parallèlement' un

peu avant la fin de cette phase, un nouveau bourgeon pilaire apparaît au-

dessus de la papille. En penétrant dans la matrice' celui-ci induit les

mécanismes de division et de differenciation cellulaires. La mélanogènèse

reprend, t, ,roun.ug poil en phase anagène coexiste avec I'ancien en phase

téiogène qui n'est pas encore éliminé'

1 t ) .
\---J

Iæs 3 etapes de la Phase anagène

Figure 7-2-4 Le cYcle Pilaire

I est possible de préciser le stade du cycle grâce- à. un examen

microscopique du bulbe pilaire arraché en même temps que la- tige..(|8)' Cet

exÉrmen permet d'établir un trichogfamme, véritable formule pilaire, qui

indique la proportion de poils ou de chevegx se fiouvant à chaque stade du

cyctË. rcs trictrogrammesâonnent chez le sujet normal :

pour l'homme :83 Yoanagène, 0 à I oÂ catagène et 15 à 16 % télogène;

pour la femme : 88 % anagène, 0 à I Vo catagène et l0 àll % télogène'

7.2.5. Croissance des poils et des cheveux

7.2.5.1. Généçalités

Dans l,espèce humaine, le système pileux commence à se développer à

partir du troisièàe mois de grossesse. Les premiers poils formés (lanugo) sont

ffès fins. Ils sont remplacéi au huitième mois par des poils de plus grand

diamèfte.
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Le nombre total de cheveux est de 100 000 à 150 000' La vitesse de

croissance, en phase anagène dépend de reur rocalisation sur le corps (19).

sur le cuir chevelu :
au niveau du vertex : 0'45 mm/j'
au niveau des temPes : 0,39 mm/j'

sur le corps :
au niveau de la barbe ' 0,27 mm/j'

au niveau de la Poitrine : 0,40 mrr/j'

Les cheveux les plus longs ont une longuelrr moyenne de 50 cm; ils

peuvent atteindre exceptionnellement 1 m'

Considérant leur renouvellement incessant, en raison de l'existence des

cycles pilaires asynchrones, on estime à 100 le nombre de cheveux perdus par

jour.

7.2.5.2. Facteurs de croissance

{ Les caractères génétiques

Lalongueurmaximatedescheveuxestévidemmentfonctiondescaractères
ethnique et génétiques, les asiatiques ayant les cheveux les plus longs (20)'

/ Les facteurs alimentaires

Lamalnutr i t ionpalsesef fetssur lesdi f ferentsmétabol ismes'et
notammentsurlemétabolismeprotéique,induittrèsrapidementunechute'
unefinesseexcessive'unedépigmentationdespoilset!9s+.Y.Y.. ' l |^^
Les acides aminés soufrés (cystine, cystéihe et méthionine) et certams

acides gras non satur;;- tàtio. iittoteiq"t, aci-de linolénique' acide

uract iooïrrique) sont indispensables à la croissance des cheveux. un apport

de 10 ;dËÉ. poids de soufre alimentaire sont nécessaire à la croissance

et au maintient de la chevelure (21)'

certains facteurs 
"it*r-td.t 

ào"t indispensables : les vitamines A, c, B5

lacioepantothénique)etH(biotine).Descarencesencesfacteurspeuvent
prorooq:uo *. 

"ttôpÉi. 
d.t iollicules, ce qui rend les cheveux secs et rares

(22-23).

/ Les facteurs hormonaux

L,ensemble des causes d'ordre physiologique ou pathologlque qui peuvent

modifier la croissance des poili .i d.t cheveux a fait l'objet d'une revue

détaillée de Comaish (24)'
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7,2.6. Conclusion

Lecheveuaunestrucfureorganisée.Ilestparticulièrementrésistanttant
aux agressions chimiques qu'aux agressions physiques'

Les protéines qui constituent la kératine sont en partie sous forme

d,hélice a. Les acides aminés assurent la cohésion de l'édifice par des liaisons

intercatén;; (cystine), des liaisons à caractères ioniques (acide glutamique'

acide aspartique, lysine, *gi"i".l, des.liaisons hydrogèn9s (groupements co

et NH de la chaîne protéiqu"e, tetin. et histidine) et des liaisons Van der Waals

(tyrosine et PhénYlalanine)'

Lecheveuacquiertsespropriétésderésistancemécaniqueparlafaculté
de l,hélice de changér de forme, en passant de la structure cr à la struct're p'

Le cheveu est susceptible de comporter en plus de.la kératine' de l'eau'

des éléments minéraux et des lipides. Là composition chimique générale peut

varier.

Toutes ces caractéristiques rendent les analyses exfiêmement délicates'

Pour une majorité des techniques d'analyse, il est nécessaire que les cheveux

soient minéralisés afin d'obtenir des solutions. De ce fait, il est indispensable

de disposer de qu*tite, notables de cheveux (de l'ordre du milligamme)'

une micro caractérisation de la matière organique appar,aissait comme

complémentaire de ces techniques. C'est la raison pour laqyelle'- nous avons

étudié la faisabilité et les mécàismes de la micropyrolyse flash des cheveux'

couplée à la spectrométrie de masse'
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7.3. CONDITIONSEXPERIMENTALES

7.3.1. Recherche des paramètres de température

une analyse paI thermogavimétrie-d'une masse de 10 mg de poudre de

cheveux d,un même indiviJu"a permis de définir la température d'interface

évitant de degrader l'échantillon avant la pyrolyse (figure 7 '3'l)'
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FigureT.3.IAnalysethermogravimétriquedecheveuxenpoudre

La courbe obtenue avec une rampe de température de l0'C/min' et un

flux d'argon de 40 mVmin., présente quafe points d'inflexion' colrespondant

chacun à une Perte de Poids.
Le premi.i poi"t se situe vers 100oc, il conespond à la

d,eau. Une perturbæion importante intervient enûe 200 et 400oC'

subit une forte dégfadation. Une troisième zone aux alentours

montre une dernière transformation du cheveu'

désorption
le cheveu
de 650'C

Nous avons fixé la température de pyrotyse à 600oc' Elle est atteinte

avec une montée en température du filamênt de 20"C/ms' et maintenue 5

secondes.
Il apparaît qu'une température d'enceinte de pyrolyse de 175'C est bien

adaptée d; déshydrater l,échantillon sans le dégrader.
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7.3.2. Echantillonnage des cheveux

Nous avons constitué une petite banque de cheveux de réference' ces

cheveux ont été examinés au binoculaire et au microscope, afin d'établir leurs

caractéris,tq; Ào.pnofogiques, avant de les soumetfte à divers traitements et

analyses.
Dansunbutdediscrimination,lesinformationsapportéesparl'examen

visuelparticipentàlacaractérisationdesdifferentstypesdecheveux.Les
analyses par pyrolyse ou p* rnittosonde laser LAMMA étant destructives' il

est primordial d'effectuer cet examen avant'

Les cheveux sont lavés dans trois bains successifs d,acétone, d,eau et

d,acétone de 5 minutes chacun. Le bain permet d'éliminer les éléments

organiques exogènes présents sur la surface du cheveu' comme les

shâmpôoings, les-raitements capillaires ou le sébum.

Pour l'identification des acides gas présents sur la-surface du cheveu

nousavonslavélescheveux(1mg)u'oet t t t tbaindeméthanol(50m1) 'que
nous avons injecté en GCAvIS'

Dans nofte ftavail, les cheveux sont analysés soit réduits en poudre'-par

broyage sous azote liquide, soit coupés en petits morceaux. de tailles proches'

Les deux techniques piésentent des avantages et des inconvénients'

La technique du urovug" permet dË se défaire de f inhomogénéité de

l,échantillon. Le cheveu d.'ré"f"rèrrce B à partir duquet nous avons étudié les

mécanismes de pyrolyse a été préparé de cette façon'

Par confie, lorsque te ctreveu est de taille réduite, cette préparation est

impossible- pans .. ,*, ilest nécessaire de prendre la totalité du cheveu et de

tenir compte d'éventuelles disparités'-
pour nofie étude statisiique, les cheveux ont été coupés en fronçons

réguliers et nous les avons analysés en ordre inverse de la croissance (de la

,uéitt à la pointe), le bulbe n'étant pas pris en compte'

Les cheveux sont pesés exactement, le même joy, pour avoir des

conditions afinosphériques'identiques. Les quantités de cheveux pesées sont

d'environ:
./ 500 pg pour la poudre de cheveu de réference'

,/ 100 pg pour l'étude de discrimination'

L',échantillon est inséré dans un tube de quartz pour la pyrolyse'
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7.3.3. Paramètres instrumentaux

Les analyses paI pyrolyse thermique ont été effectuées avec le

pyrolyseur pyroprobe t-oô0, avec les paramètres que nous avons

précédemment commentés'

En ce qui conceme la chromatographie en phase gazeuse couplée

spectromètre de m€NSe ou au détecteur FD, l"t paramètres standards sont

suivants :

Valeurs choisies

au
les

Paramètres
20 ml/minFlux d'hélium

Type d'injecteur Split/splitless utilisé en splitless
2000cTempé

Colonne BPX5 (5% diPhénYl PolYsiloxane
et silphényl siloxane)
l .  :25 m.,  d. int .  :0,22 mm

chauffé jusqu'à 290"C
avec une rampe de 6"C/min

T.-pét"t*. d'int du

Ternperatute de source d'iotisatiot 230"c
Impact électronique à 70 eV

Mode d'ionisation
Gamme de masses mlz:30 à 500

Température du four GCÆID la programmation débute avec
une temÉrature de 50oC au lieu

Nous avons choisi la colonne BPX 5, car elle perd relativement peu de

phase, et ceci dans un laps de temps assez long'

Les analyses par GC^{S et GCÆID ont été réalisées avec deux

appareils differénts. L., fours sont du même constructeur et du même type

GIP 59SS A). Cependant, lgurs p-erformances ne sont pas identiques' Ainsi' la

i.-perut o. O. aepatt et le flux d'hélio- sont légèrement différents'

Ceci exptiq:ue les variations des temps dè rétention observées enÛe les

deux appareils pont * même échantillon'

142



7.4. PYROLYSE THERMIQUE DE QUELQUES PEPTIDES

L'analyse des acides aminés a permis
quand ils sont libres. Cependant une partie des
identifiés ne peuvent se produire que lorsque
amine, sont libres d'interagir ensemble.

Les mécanismes de dégradation peuvent être différents une fois les

liaisons peptidiques formées. No,ls avons appliqué, pour trois peptides de

synthèse, une pyrolyse dans des conditions identiques à celles des acides

aminés.

7.4.1. Choix des PePtides

Nous avons choisi trois peptides qui nous paraissaient intéressants pour

énrdier res réactions de la chaîne polypeptidique en fonction de differentes

chaînes latérales :
,/ poly (Pro-Gly-Pro), choisi pour la tendance marquée de la proline à

former des 2,5 dicétoPiPérazines,

,/po|y(Leu),poursachaînelatéralealiphatiqueramifiée'
, /po ly(Glu-Ala.Tyr)6:3: l ,po lypept idequipossédeenchaînes

nfm**aio.ite 
de fonctions-acides et une petite proportion de

Les masses de polymère pyrolysées sont d'environ 100 pg dans les trois

cas.

T.4.2.Pyro lysethermiquedupept idePoly(Pro.Gly-Pro)

7.4.2.1. Présentation

La chaîne peptidique ne comporte pas de chaîne latérale proprement dit,

puisque la proline^ est intégrée à la liaison peptidiqùe' ce peptide est un

composé idéal pour monter-le q/pe dc cgupure de la chaîne peptidique et pour

cherôher les types de dimérisation effective'

La molécule a une masse moyenne en nombre d'environ 5300 daltons'

Elle contient66o/ode proline et33oÂ de glycine'

d'appréhender leur réactivité
mécanismes que nous avons

les fonctions, soit acide, soit
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Figure 7.4.1 Schéma de poly(Pro-Gly-Pro)

7.4.2.2. Résultats et mécanismes de dégradation

Le résultat de la pyrolyse 'standard', c'est à dire une pyrolyse de 600"C

pendant 5 secondes, dè-ce peptide produit essentiellement de la 3-Pynoline

lC). f-.t specftes de masse sont reportés annexe 36'

6g6b

4tgg

? ata

Temps de retention (ry!!99

Figure 7.4.2 Pyrogramme de poly(Pro-Gly-Pro)

ffiz - Moléculeproposée

A 28,44 coz

B 29,31,45,53,64,72,87 CHO-NH-CH2-CHO (?)

C 28. 32,41,68,69 3-Pynoline (ou 2-pynoline)

D 51,52,79
E 28,39,67
F 67,82,97,110,125
G 54,56 ,82 ,94 ,108
H 68,69 ,111,  l4 l

I 70,96, 124, 166, 194 Cycloproproline

Tableau 7.4.1 Spectres de masse du pyrogramme de poly(Pro-Gly-Pro)

Pyrridine
Pynole
'Pyrolidine 1,2' -2'pynolidinone' (C6FIeN2O)
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L'intensité des pics est assez faible, cependant, nous pouvons noter que

le dégagement de co2 est devenu minoritaire. La décarboxylation n'est plus

possible dans ce cas.

Nous pouvons aussi noter le peu de pics formés. Les mécanismes de

dégradation semblent assez restreinti' Le pyrogramme présente en fait deux

typ"es de molécules formées à partir d'un seul acide aminé ou de deux'

La formation des molécules (B) et (C) est due au premier type de

coupure de la liaison peptidiqu e (1), se faisant au niveau de l'hétérocycle'

Le pynole (E) peut également être formé àpartk de cette coupure'

"--.*E-i-*'-bï-ç-
\r" \i ô

LJ*"

FigureT.4.3Lesdiférentesrupturesdelachaînepeptidique

(I) et (F) sont probablement des molécules formées à partir de deux

acides aminés 
"dtdtt. 

La liaison peptidique peut se rompre suivant un

deuxième tyPe de couPtxe (2).

Figure7.4.4l'técanismedefragmentationdelachaînepeptidique
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La fragmentation de la liaison peptidique donne deux molécules :

ffi
o

Pro-Pro (I)
Cycloproproline

Ëo
Gly-Pro (F)

Lacycloproprolineetla'pyrolidinel,2'2-pynolidinone'identifiéespar
comparaisoo uu., les produits purs, révèlent l'interaction des monomères

adjacents. ces dimères peuvent se former lorsqu'ils sont liés dans la chaîne

peptidique.

7.4.2.3. Conclusion

Lachaînepeptidiquesefragmenteauniveaudelal iaisonpeptidique,
suivant deux tYPes de couPures :

./ entre l'azote et le grouPe acYl,

J enfie I'hétérocycle et le groupe acyl'

A parin de ces deux rupture, nous pouvons identifier trois mécanismes

de pyrolYse :

{ |adépolymérisation du peptide de type radicalùe, libérant le pynole

et la pynoline,

{|eréarrangementdedeuxmonomèresadjacentsavecformationd,un
cycle à cinq,

{ leréarrangement de deux monomères adjacents avec formation d'un

cycle à six.
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7.4.3.

7.4.3.1.

Pyrolyse thermique du peptide Poly(L-Leucine)

Aveclapyro lysedePoly(L-Leucine) ' louspouvonsrepérer les
morécules de recombinaison issues des fragmentations des riaisons peptidiques

et des grouPements latéraux'

Présentation du PolYmère

OH AH
i l  r [ l_

4A lr-ô:tt-CH-C:N {&\^
I
CH2
I
CH

/ \
HrC cH3

Lepoidsmoléculairevariede3000àl5000daltons.

7.4.3.2. Résultats et mécanismes

Lepyrogranrmeestbeaucouppluscomplexequecelu idupept ide
précédent (figure 7 .4.5)-

Figure 7.4.5 Pyrogramme de poly(Leu)

?8666

t5t t6

tag\a

546@

a
ta 15

Temps de retention (minutes)
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Molé"ul"t Pottibl"t

A 2g,39,41,44, 56 Propène et coz

B 41,56,67
C 28,91,92 Toluène

D 39,41 ,43 ,68 ,81 ,82
E 39,41,43,55,70,82, 126

F 39,41,43,55,82,96

lsobutyl-4, imidazol,5-one (?)

Méthyl-3, cycloPentanone (?)

G 78,93,103, 104 StYrène

H 56,57,84,98, 113' 140' 154 Isobutyl.S,3 imidazoline.2'4.dione

I 69, ||2, ||4, |42, |54, |56 Isobutyl.5, 3-imidazolidine-2'4.dione

J55 ,69 ,83 ,98 ,1241166 Isobu ty lJ ,py raz ine2 '5 -d ione '
K 55, 6g, 83,98, 124,166 Isopropyl-3, méthyl-6'pyrazine-2,$dione

L 43' 71' 86, 113, 114, 140, 170 2'5 Dicétopipérazine, 6-isobutyl

Tableau 7.4.2 Inventaire des spectres de masse

Les specfies de masse sont reportés annexe 37'

Les dicétopipérazines (J et K) ainsi que l'imidaole (F{), sont deux types

de molécules que' nous avons deja renc-ontrées .lors 
de la pyrolyse de !a

LJeucine seule. L'intensité des pitt est plus intense dans le cas de la

poly(Leu) , ,- ___ _^+.ir^ r ^,I J \ 
La proximité dans la chaîne peptidique de deux motifs Leu pourratt

expliquer que la formation de cycles â cinq ou de cycles à six soit favorisée'

Le forme du cycle pounait êne donnée par la façon dont le polypeptide

se plie. En effet, ùunsôn (2S) a montré que de deux types de réactions

poJvaient se produire (figure 7.4'6)'

Figure 7.4.6 Proposition de mécanismes pour laformation des deux types de molécules

o
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\,\* s-iN

,,ÀH\
Formation des mtl
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3-disubtituees O:Ç

\,/\CHR

Formation des
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En se basant sur ces hypothèses de mécanismes, nous pouvons penser

que les molécules E, H, J, K-ôt L peuvent se former suivant les mécanismes

présentés sur la figure 7.4.7.

A)Fo rma t i ond ,uncyc leàc inqB)Fo rma t i ond ,uncyc leàs i x

FigureT.4.TPropositiondemécanismesdecoupuredePoly(Leu)

Nous proposons les mécanismes de fragmentation possibles des

molécules Cffj, (D et (K) (figures 7 '4'8 et7 '4'9)'

11
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Figure 7.4.8 Propositions de mécanismes defragmentation de : (H)
' 5-isobutvl-3-imidazoline-2'4-dione'
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FigureT.4.gPropositionsdemécanismesdefragmentation
a) de I' isobutyl' 3 -pyrazine'2, S'dione (J),

b) de I ; isopr opyl - 3, méthyl-6-pyraz ine'2' 5 -dione (K)'

Pendant la pyrolyse du polypeptide, quafre mécanismes poulraient

apparemment se Produire :

{ lacoupure de la chaîne latérale formant A (par homolyse) et C (par

réarrangement),
{ lacoupure de la chaÎne peptidique pour former des cycles à 5 (E et

H),
{ lacoupure de la chaîne peptidique pour former des cycles à 6 (J' K et

L).

7.4.3.3. Conclusion

La pyrolyse thermique d'un peptide à chaîne latérale aliphatique monffe

les réactions de la chaîne peptidique :

,/ coupure de la chaîne latérale,

./ réarrangement de la chaîne latérale en molécule aromatique,

./ formation de cycles à cinq (3 Imidazoline, 5-isobutyl, 2,4-dione)'

3.t'
eo\A-

_* llYÀ".
o

nlz= 124

qC-CH:CH2

nlz= 166

_+

o
tl

o>A*
l l l l +
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H.C-CH:CHt

cH3

mlz= 16
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./ formation de cycles à six (2,5-dicétopylazine, 3-isobutyl et

2, 5 -dicéto pipér azne, 6-isobutyl)

Le mécanisme majoritaire pour ce polypeptide est la formation d'un

cycle à six à partir de deux acides aminés. Ô. mécanisme a déjà été rencontré

lors de la pyro$se de la L-leucine seule. Dans nofie cas, le rendement de

formation de ces cycles est plus important. La proximité des deux motifs

potrnait être favorisée par la liaison peptidique'

De plus, la coupure des chaînes latérales induit la formation de

molécules aromatiques (styrène et toluène). Nous pouvons noter que ces

composés aromatiques ne sont pas seulement issus de la phénylalanine'

T.4.4.Pyro lysethermiquedupept idePo|y(Gtu.Ala.Tyr)6:3:1

7.4.4.1. Présentation du PePtide

si les chaînes latérales sont plus complexes, les recombinaisons sont

plus nombreuses et les mécanismei mis en-jeu deviennent nettement plus

compliqués.
Les chaîtres latérales comportent un phénol, un gfoupement méthyle et

une fonction acide au bout d'une chaîne carbonée.

OH

Î::' V(ÇHr), cHr cHz

u,N - èH-f\i-.t - 
fi\î 

- è"-.oo'
ÔH OH

Le polypeptide contient approximativement 59o/o d'acide glutamique,

30oÂ d'a?anine, lloÂ de tyrosine. Lu -^t. moléculaire moyenne en nombre

est de I'ordre de 25000 daltons.
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7.4.4.2. Résultats et mécanismes

Nous avons ici deux fonctions particulières, la

susceptible de réagir avec la chaîne peptidique et le phénol

stablepar rapport aux mécanismes de pyrolyse'

fonction acide
groupement très

Figure 7.4.10 Pyrogramme de Poly (Glu-AIa-Tyr)

Molécule Atto"@F; ,,'/,
A 44 chaîne latérale Glu

B 39,40,41,44,58
c 28,54,70
D 53,80, 81 Méthyl-2, PYnole
E 53, 80,95 EWI-2,PYnole
F 65,66,,94 Phénol chaîne latérale Tyr

G 65,67,77,79,106, 107 Méthyl-l, pyridine

H 77',79,90, 107, 108 Méthyl-3, Phénol
| 77,79:,90t,107;10S Méthyl-4'phénol 

"1"^*" 
latérale Tyr

J 77,7g,l}il,l22 Ethyl4, Phènol chaîne latérale Tyr

K 77,',19,91, 107, l2l, 122
L 77,107,122
M 77,91, l2 l ,  136
N 77,91,121,136
O 80, 107, 120, 135 ? Pyridazine ?

Tableau 7.4.3 Inventaire des spectres de masse

Le dégagement de coz provient essentiellement de la fonction libre de

l'acide glutamique.

i
.l

F,ÇJÇlBEli
I

4 îjçjt;:,a 1
I

I

a
.: i'::!L1 L! -1

1

I
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Chqpitre Wl : Potryère naturel complexe, le cheveu Pyrolyse thermique de quelques Wptides

Ce peptide permet de mettre en évidence (mécanttT*q:t 9) l'
caractère prédominant de la rupture radicalaire de la chaîne l-atérale de la

tyrosine.
La tyrosine représente llYo du mélange, pourtant les pics pouvant lui

être associès 1p, I et J) sont les plus importants du pyrogarnme.

7.4.5. Conclusion

Ces differents essais ont montré que la chaîne peptidique peut se couper

de plusieurs façons :

./ entre I'atome d'azote et le groupement acyl dans le cas du peptide

PolY (Pro-GlY-Pro),
,/ autour de deux acides aminés avec formation d'un hétérocyle à 5

(cas de poly@ro-Gty-Pro) et de poly(L-Leu))'

./ autour de deux acides aminés avec formation d'un hétérocycle à 6

(cas de poty@ro-Gly-Pro) et de poly(L-Leu))'

Danscecas, la l ibérat iondeCOz(décarboxylat ion)oudemolécules
aromatiques (les pirénols, par exemple) provient essentiellement des chaînes

latérales.

CX

153
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7.5.L. Introduction

Après avoir établi une banque specfiale relative à chaque acide aminé,

€t établi leur mécanisme de pyrolyie, rlous pouvons aborder le pyrogramme de

cheveu.

L'utilisation du pyrogramme pour différencier des cheveux est délicate

et demande quelqu* têt.ies. Il ôst impératif de déterminer la nature de

chaque pic. si l'origine d'un pic est liée â un acide aminé, nous pouvons lui

accorder un crédit sipérieur qù'à un pic formé par un élément exogène'

Ainsi, nous nous sornmes attachés à établir les liens entre les acides

aminés et les pyrolysats du cheveu. Dans ce cas, nous avons tenu compte de la

totalité des piôs et ce qu'elle que frt leur intensité.

7.5.2. Résultats

Le pyrogramme de laFigure 1.5.Lmontre le résultat de la pyrolyse de

500 pg de cheveux lavés (méthode décrite $ 7'3) et réduits en poudre par

broyage dans de l'azoteliquide'
La masse de cheveux est assez importante, cæ nous voulions obtenir des

intensités de pics assez grandes pour pouvoir distinguer du bruit de fond le

ma,rimum de Petits Pics.

I  .5 i+5

l .  û [+5

: .  ' i t t +4

15 lÊ 2s ?û 35 4Ç!

de retention (minutes)

FigureT.5.IPyrogrammedepoudredecheveudel,individuB

Le pyrogramme découpé par fenênes de 14 minutes et les spectres de

masse de ôtraqùe pic sont reportés en annexes 39 à 4l'
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Chapitre Wl 'Polryère nqturel complexe, le cheveu Pyrolyse thermiquecc&ls de cheveux

7.5.3. Mécanismes de dégradation

L'interprétation des résultats obtenus par pyrolys-e se fait en tenant

compte de la nattne protéinique de la kératine, et donc des résultats obtenus

pourles acides aminéi, mais aussi de la nature des contaminants'

L'origine de certaines des molécules issues de la pyrolyse du cheveu

peut être Parmi :

/ les acides aminés, directement par comparaison des specffes du

Pyrogramme (annexes I à 35);

/ les recombinaisons dues à la chaîne peptidique et à deux acides aminés,

/ les acides gras contenus dans le sébum'

7.5.3.1. Association ù un acide aminé

Nous avons résumé dans le tableau 7.5.1, I'ensemble des molécules

formées pour lesquelles nous avons établi une relation avec les pyrolysats des

acides aminés. f-. qæ. de mécanisme expliquant la formation de chaque

molécule, y est aussi noté (cf. chapitre VI, $ 6'3)'
Dans ce tableau, les acides aminés ont été placé suivant leur abondance

dans les kératines des cheveux (cf' $ 7'2)'

Un certain nombre de mécanismes de pyrolyse restent inchangés :

,/ la coupure de la chaîne latérale (Cys, Tyr, Phé, Try)'

J la formation de 2,5 dicétopipérazine @ro) et de 2,5 dicétopytazne

(Leu),

po'r les autes mécanismes, il faut tenir compte de la liaison peptidique

et de sa fragmentation. Nous avons établi les mécanismes suivants :

./ O * @ conespond à la coupure de la chaîne latérale, suivi de la

.ry*rT. la liaison peptidique au niveau des groupements acyl

autour de la chaîne aliphatique (Cys, Arg, Lys),

,/ fiîl peut correspondre à la fragmentation de la liaison peptidique

riiTi àu réarrangement avec la chaîne latérale (Asp, Glu, ser),

/ @ les deux liaisons peptidiques se coupent autour de la chaîne

aliPhatique (TYr, Phé),

/ o coupure des 2 liaisons acyl autour de I'acide aminé (Phé)'

"z @nême type de rupture que précédement suivi d'un réarrangement

(Phé).



chapitre vII :polwère naturel complexe, le cheveu Pyrolyse thermiqueGC/MS de cheveux

Acide aminé Molécules communes Mécanismes

Cystine H2S, CS2
Isoxazole
Pwidine 2-méthvl

fl;6
Sérine lH nrrrrole- 3-méthYl

tl 5
Acide Glutamique lH nvrrole

8 ITttE:lzrtt Cvcloorooroline

Thréonine M (3e.840.0r
l,eucine 2,5 DicétoPYrazine, 3-isobutYl

U+ l4
azi:ii!i17L Isoxazole

Gl,vcine I

@Ac.ide Aspartique Q (11 .6-11 .7)+
2,5 pynolidinldiglg

I  " r : i - l : : : i ' Isoxaz.ole + t4

I
I
t6

I

T

T-vrosine Phénol
Phénol,4-méthYl
Phénol, 4'éthyl
Phénol 4-éthvlène

L6

i (

6I

Phénylalanine Toluène
Ethylbenzène
Styrène
Benzèneacétonitrile
1H Tndole

Histidine I

Méthionine Pvrirline 3-méthvl
)
;Tryptophane lH Indole

lH Indole,3-méthYl

* : pics des pyrogrammes des annexes 39 et 4l

Tableau 7.5.1 Correspondance enffe les pyrolysats des acides aminés et du cheveu B

Dans ces fragmentations, il apparaît que la fonction amine est solidaire

de la chatre aliPhatique.

La fonction acyl est appalernment la liaison la plus prompte à se rompre'

En effet, les molécjes identifiées sont des composés aromatiques substitués

ou comportant des hétérocycles.
L'exception est apportée par l'aci{e aspartique qui comporte deux

fonctions cétones. La chaîne latérale possède uné fonction acide qui permet le

réarrangement.

156



7.5.3.2. Recombinaisons dues ù ls chflîne pepti'dique

i lapparaî tdesfami l lesdemoléculescomportantdespics
caractéristùrJ; i.s z,s-oiceiopipérazine_s-3,6-disubstituées ,caractérisées 

par

mlz:154 et les 2,4-imidazofidàediones-5-substituées pat m/z: 100 détectées

et identifiées par Munson et Fetteroll Q5)'

Des familles de molécules de sffucture conrmune ont été établies à partir

desmassesm|z:100et154(tableaux7.5.2et7.5.3) .

Molécules Association
Masses

41,68,100, 1 12,140

41,57,100 2 -4 imidazol idinedi one

,l
20.9
23.2

Tableau 7.5.2 Pics dont le spectre de masse comporte m/z : 100

Molécules Association
m/z

22.2
26.8
28.2
28.7
29.9
30.0
30.5

41, 56, 70, 84, 96, lll, 154

55, 69,83, 1 1 l, 154, 192, 228

41, 70, 72, 98, 725, 154, 182

41,70,100, 125, 154, 165, 196

60, 73, l2g, 154, 190, 242, 298

43,70, 1 1 1, 154, 193, 243,267

?
Pro + Met ?
p1s + Ser ?
Pro + (Leu, Arg, Val, LYs)

?

?
?
?
?
"l
,'!
,l

?Pro+?
?

,91 ,154,170

Nouspouvonsremarquerquelepicm|z:?Oestsouventassociéàla
présence de m/z: l54.Une prop"ttti"" de mécanisme de fragmentation a été

proposé par Munson (25) powant associe, ces deux fragments (Figure 7 '5'2)'

Figure 7.5.2 Structure et mécanismes de fragmentation de nt/z 154

Tableau 7.5.3 Pics dont le spectre de masse comporte m/z : I54

t57



Afin de déterminer si ces molécules pouvaient êre formées par

l,interaction d'une L-proline et d'un autre acide aminé, nous avons effecfué

des pyrolyses avec des mélanges (mole à mole) d'acides aminés :

./ L-Proline - L-méthionine,

,/ L-Proline - L-cYstine,

,/ L-Proline-L-leucine,

Les acides aminés mis en présence I'un de I'aufie peuvent bien former

des 2,5-dirÈtopiperazines disubstituées. Cependant, les spectres enregistrés ne

coffespondent Pas à ceux attendus'

7.5.3.3. Analyse du sébum de l'individu B

Le sébum adsorbé sur les cheveux a été extrait dans un bain de

méthanol. Ce méthanol a été injecté dans l'injecteur split/splitless employé en

mode splitless, et en gardant les aufies conditions expérimentales inchangées'

Ë û  LJ tJÛ

1ÇsÀÇsÀ

4ÇtçJûû

Sttut

78grau

tgtûÊ
l5
T de rétention (minutes)

FigureT.5.3ChromatogrammeGC/MSdesmoléculesextraites

A (Ze.t -in) '13,129,185,228

B (31.3 min) 41,69,97,149,194,236

Acide myristique
Hexadécénol

C (lt.z min) 23, tZg, Ztl,2SO Acide palmitique

Tableau 7'5'4 Principaux pics du chromatogramme

Nous avons détecté I'acide myristique et I'acide palmitique qui

représentent une partie des acides gras contenus dans le sébum (26' 27 ' 28'

29). Ces deux urid., sont présentslans le pyrogramme du cheveu à 3l'7 et

32,7 minutes.
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chapitre wl :polwère nqturel complexe, le cheveu Pyrolyse thermiqteccbls de cheveux

7.5.4. Conclusion

La recherche systématique des pyrolysats de chaque acide aminé dans le

cheveu a permis de trouver de nombreux pics communs'

Tout d,abord, nous il; r 
"oà 

h présence de certaines chaînes

latérales :
./ H2S, CS2 (cYstine)'

/ phénol et, méthyl-4, phénol (tyrosine)'

./ toluène (PhénYlalanine),

JlHindoleetméthyl.3,lHindole(tryptophane).

,/ benzèneacétonitrile
./ isoxazole
,/ 2,5 pYrrolidinedione
./ lH PYnole

représentants :

,/ cYcloProProline
J 2,5 dicétoPYrazrne,3-isoburyl

La recherche des molécules susceptibles -.d'ête 
d'autres

dicétopipérazines (mlz: 154) u tJ"ete qu'une sériè de T:té:lt-tt-possédaient
ce fragment. Il est probable que lous 

puissions ftouver d'aufies molécules de

,r.orribioaison de dàux acideJ aminés dans cette série.

Cependant, nous sonrmes actuellement limités pour la détermination des

structures de ces molécules untt ttotte spectromètre à analyseur quadripolaire'

Puis les molécules pouvant provenir du mécanisme ft?l' qui implique

un allongement de la chaîne latérale :

{ éthyl-4, phénol, et éthylène-4, phénol' (tyrosine)'

/ éthylbenzène et styrène (phénylalanine)'

Nousavonsaussiidentifîédesmoléculescomportantun
liaison peptidique sur la chaîne latérale :

fragment de

(phénylalanine),
(cystine, arginine, lYsine),

(acide asPartique),
(acide glutamique).

(proline),
(leucine).

La formation de 2,5 dicétopipérazines, substituées et de dicétopyrazines

substituées est ô;ibË ;" ,.itt Ao cheveu' Nous avons frouvé deux
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Chapitre WI :Polryère naturel complexe, le cheveu Pyl'olyse thermiqueGC/IulS de cheveux

celui-ci a une sensibilité limitée et ne permet pas de réaliser des spectres de

mu$se MSiNtS.

Nous avons pu aussi noter laprésence -de.{eux acides gras en relation

avec le sébum : l'acide myristique et l,acide palmitique.

une bonne partie des pics du pyrogrilnme du cheveu sont maintenant

attribués. Certaines zones se sont précisées :

,/ Les pics associés aux acides aminés se trouvent majoritairement

dans une zone de temps de rétention inférierne à 20 minutes'

./ les pics pouvant être associés à des combinaisons d'acides aminés se

situent entre 20 et 30 minutes'

,/ certains acides gras contenus dans le sébum se désorbent dans une

troisième zorre aPrès 20 minutes'

g
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7.6. PYROLYSE THERMIQUE CG/FID

7.6.1. Introduction

pour réaliser l'étude de discrimination de quelques cheveux, nous avons

utilisé l. *"pl"g. pyrolyse thermique - chromatographie en phase gazeuse -

détecteur à ionisation de flamme (FID)'

La chromatographie en phase gazeuse couplée à un spectromètre de

mÉNse à itltr; toiariporait n'est pas assez sensible pour effectuer une

discrimination ente différents cheveux. Les pics chr-gm{ographiques n€

sor tentp**r . rdubrui tdefondpourpouvoi rétabl i rdesdomainesde
variation de leurs aires.

Le détecteur paI ionisation de flamme, particulièrement sensible à |a

présence de molécules carbonées et azotées' est adapté à I'analyse des

pyrolYsats du cheveu.
rr".p..'etévidemmentaucunespéciationdemolécule,cependantles

pics enregisûés sont exalté".it.t plus petits d'enffe e'x se dégagent mieux du

bruit de fond. De ce fait, il esi poisible d'étudier leurs variations avec

beaucouP Plus de Précision'

Les principales molécules du pyrolysat du cheveu ont été identifiées par

cG/\4S. En faisant correspondre lèi temps de rétention ou tout au moins

l,ordre A'"pp*ition des pici du chromatogramme, il est possible d'établir une

coresPondance.

L,éfuderéaliséeàl,aidedecettetechniquesedérouleendeuxtemps:
,f un domaine de variation d'intensité des pics chromatographiques est

défrni et les pics suffisamment fiables sont sélectionnés pour

caractériser chaque cheveu,

, / l 'é tudededi f ferenciat iondescheveuxestef fectuée'àpart i rde
l,ensemble des pics sélectionnés, pour neuf individus differents'

7.6.2.Présentat iondescheveuxétudiésparGC/FID

La détermination du domaine de variation et ainsi de I'ensemble des pics

chromatographiques susceptibles de permethe une séparation a été faite à
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Chqpitre WI : Polryère naturel complexe, le cheveu Pyrolyse lhermique CG/FID

partir des cheveux de type morphologiquement distincts, appartenant aux deux

individus AN et SA.

Le premier individu (AI.{) présente des cheveux non colorés et longs (de

40 cm). L'usure de ses cheveux est donc naturelle et graduelle'-

Ces cheveux présentent peu de variations de couleur de la racine à la

pointe et les ecaiiiesïont p.u uié.r. Le seul traitement cosmétique est I'emploi

de démêlants.
Ces cheveux sont susceptibles de montrer I'unique effet du temps' donc'

effectivement, l',usure de la surface et I'action du soleil.

Afin, de déterminer si la variation de l'état de surface s'accompagne

d,une variation àe U composition des pyrogrammes, les morceaux de cheveu

ont été pyrolysés selon lew succession ôtttonotogique le long de la tige'

Le deuxième individu (SA) présente des cheveux non colorés, mi-longs

(20 cm). L'état de surface de cês cheveux présente des usures d'écailles

différentes de la racine à la pointe. ces variations peuvent s'expliquer par :

./ un apport alimentaire en chlrohydrate de cystine et en méthionine a été

effeôtué par l'individu deux mois avant ces analyses,

,/ les cheveux n'ont subi aucune agfession (permanente, coloration)

pendant une année avant ces analyses'

./ les cheveux ont également été pyrolysés selon leur succession

chronologique te longle la tige. Les bulbes ne sont pas pris en compte'

Les
suivant:

8 autes cheveux soumis à I'analyse sont énumérés dans le tableau

Individu Type Couleur Longueur Forme Traitement

CA femme châtain clair 40 cm raide couleur au henné

ondulée aucun
ER homme châtain 5cm

raide aucun
FR homme châtain 5cm

raide aucun
JA homme blond 4cm

5cm ondulé aucun
PI homme châtain

frisé aucun
PA homme châtain clair 6cm

frisé permanente
TI femme châtain 6cm

GA homme châtain 5cm raide aucun
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7.6.3. Résultats Préliminaires

Les tronçons de cheveux des individus AN et SA sont pyrolysés de la

même façon, après avoir été lavés (procédure décrite $ 7'3), pesés et préparés

dans les mêmes conditions.

7.6.3.1. ffrogrammes enregktrés pour les individus AN et sA

Avec le détecteur FID, nous obtenons une sensibilité accrue' en

particulier pour les composés peu volatils du mélange' Les cheveux de ces

à.* individus présenteni des chromatogrammes différents.

2e.00

26.O0

2{ .00

à " 2

20.
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Figure 7.6.1 Pyrogramme FID du cheveu AN
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Figure 7.6.2 Pyrogramme FID du cheveu SA
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Nous pouvons déjà établir par I'examen des pyrogrammes que ces deux

individus ont des cheveux différents'

La première distinction enfie les pyrogrzrmmes de SA et de AN se fait au

niveau a.r-pir" Ae temps de rétention-titoe. après 30 minutll I-'anAV1.f|

cheveu de rèférence B par pyrolyse GCAvIS, a montré que cette zorrc pouvalt

corespondre aux molécules âe récomUinaison entre deux acides aminés' mais

aussi aux acides gas' 
o roo Âarr* inr{iwi renir d'élémentscette difference entre les deux individus pounalt plor

exogènes, p.ouuut.-"rrt du sébum. La surface abîmée du cheveu de I'individu

SApor.rruitcr.unfacteurfavorableàl,absorptiondecescorpsgras.Cette
absorption serait plus limitée pour l'individu AN, ses cheveux ayant une

surface Plus nette.
D',aufies variations de pics apparaissent à des temps de rétention

inférieurs à 30 minutes.

Afin de vérifier, si ces differences sont reproductibles et définir les

variations d,intensité de ces pics, six pyrolyses successives ont été appliquées

aux cheveux de AN et de SA'

7.6.3.2. Détermination des pics caractéristiques

La pyrolyse thermique a été appliquée à six tronçons de cheveu des deux

individus AN et SA.

L'intégration des aires sous pics issus des chromatogfammes des six

pyrolyses de'cheveux des deux individus, a permi d'établir les intensités des

pir, ét de leur attribuer un domaine de variation.

Les pics dont les aires ont un domaine de variation réduit ont été exffaits

et sont considérés comme les pics représentatifs des cheveux des deux

individus AN et SA (figures 7 '6'3 et7 '6'4)'

Après cette sélection, seuls les pics caractéristiques de AN et de SA ont

été examinés. La comparaison de ces pics a permis de sélectionner :

J les pics particuliers à chaque individu'

./ les pics cornmuns d'intensités différentes, dont les domaines de

variation ne se chevauchent Pas'
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Figure 7.6.3 Représentation schématique des pics caractéristiques de AN
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Figure 7.6.4 Représentation schémotique des pics coractéristiques de SA

Les pics résultant de ce tri permettent de discriminer avec

deux individus AN et SA. Les pics permettant 1a discrimination

individus se situent sur l'ensemble des zones de temps de rétention'

Nous avons montré que nofie démarche donne des résultats

partir de deux individus choisis au hasard'

sûreté les
des deux

probant à

7.6.3.3. Dffirenciation des I0 individus à partir des pics sélectionnés

Afrn de déterminer si I'analyse paI pyrolyse CGÆID pelmet de

différencier plus de deux individus, nous avons appliqué la méthode à huit

autres individus.
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Les cheveux de ces huit individus ont été préparés et analysés dans les
mêmes conditions que les cheveux de AN et de SA.

L'intégration des aires des pics issus des chromatogrammes et la
recherche des domaines de variation permettent d'identifier les pics
représentatifs de chaque individu et de comparer les intensités des pics
communs. Les pics sélectionnés sont représentés sous forme d'histogramme
sur la figure 7.6.5.

Figure 7.6.5 Représentation schématique cles pics sélectionnés.

La base des huit pics déterminée à patir des pics caractéristiques de
AN, permet distinguer certains cheveux de l'ensemble.

Un pic à lui seul n'est pas suffisant pour faire une distinction correcte.
Par confre, I'ensemble des huit pics semble efficace pour séparer les différents
types de cheveux.

Trois individus AN, CA et PA présentent l'ensemble des huit pics.
Leurs intensités sont suffisamment differentes pour distinguer ces frois types
de cheveux.

GA est le seul à avoir 5 pics de I'ensemble.

FR et PI présentent les 4 mêmes pics avec des intensités ffès proches.
Les variations d'intensité étant identiques, nous ne pouvons differencier ces
deux individus.
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Le même problème se pose pour JA, ER et TI. Ces individus ont
uniquement trois pics de I'ensemble de base, dont les variations d'intensité
sont suffisamment restreintes pour empêcher toutes conclusions.

Un moyen simple pour differencier JA des deux auffes individus est
I'examen morphologique. En tenant compte de la couleur des cheveux, ces
cheveux étant blond alors que ceux des individus ER et TI sont châtains, JA se
démarque aisément du groupe.

ER et TI seront beaucoup plus difficiles à distinguer car ils présentent
également beaucoup de correspondances morphologiques.

Dans ce curs, il convient soit de chercher des pics caractéristiques des
individus du groupe, soit d'ajouter d'autres pics à la base de départ et
d'effectuer la même procédure une nouvelle fois.

L'examen des pyrogrammes indiquait la présence de trois pics dans la
zone propre aux acides gras. Malgré I'incertitude sur I'origine de ces pics, nous
les avons ajoutés à la base de données. Ainsi, nous avons affure les séparations
(figure 7.6.6).

Figure 7.6.6 Repré.sentation schëmatique des pics qvec Iq deuxième bq.se de donnéçs.

Les individus FR et PI, ainsi que JA, ER et TI ont des histogrammes
assez differents pour pouvoir être séparés.
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7.6.4. Conclusion

Un échantillonnage minutieux (nettoyage, découpage et surtout pesée
effectuée par microbalance) a permis de sélectionner des pics
chromatographiques, qui présentent de faibles taux de variation et qui sont
caractéristiques de chaque individu.

Dans un premier temps, nous avons montré qu'il était possible à partir
des pics chromatographiques caractéristiques de deux individus d'effectuer
une distinction. Le nombre de pics était de 38 pour l'individu SA et de 59 pour
I'individu AN.

Dans un second temps, avec une deuxième série d'analyses, nous avons
essayé d'établir la validité de la procédure avec plusieurs individus et un
nombre réduit de pics.

En ne prenant en compte que huit pics choisis parmi les pics
caractéristiques de AN, nous avons pu classer les neuf individus en quatre
groupes.

Chaque groupe est défini par des combinaisons differentes de pics. Puis
dans chaque groupe, les cheveux ont été séparés en fonction des intensités de
ces pics.

Pour différencier les individus semblables au sein d'un même groupe, il
convient de reprendre la procédure avec une base de pics cornmuns à
I'ensemble.

Cette étude de séparation de cheveux par pyrolyse GCÆID montre qu'il
est possible de distinguer des cheveux parmi un nombre limité.

168



Chapilre WI : Polwère naturel complexe, Ie cheveu Py CG/FID d'acides aminés

7.7. PYROLYSE CG/FID D'ACIDES AMINES

Dans ce chapitre, nous avons essayé d'établir une correspondance entre
les acides aminés et les pyrolysats des cheveux de l'individu AN. Nous les
avons analysé par pyrolyse GCÆID.

Un problème s'est posé au niveau du flux d'hélium du GCÆID, qui
n'est pas resté constant lors des deux séries d'analyse.

Ainsi, nous avons pyrolyser par GCÆID :
,/ le cheveu de I'individu AN,
./ le cheveu B (référence),
,/ les acides aminés.

Une correspondance des pyrogrammes du cheveu AN enregistré lors des
deux séries d'analyse a été faite. Puis la coffespondance a été établie avec le
cheveu B et les pyrogrammes des acides aminés.

Dans un troisième temps, la correspondance a eté faite entre les pics
chromatographiques GCÆID du cheveu B et des acides aminés, permettant de
retrouver les correspondances établies en Py GCiT\4S.

7.7.1. Conditions expérimentales

Cette série de pyrolyses a été menée dans les mêmes conditions que
pour les cheveux précédents. Deux paramètres sont légèrement differents :

,/ lamasse de produit pyrolysée : de 70 à90 1tg,
J laprogrammation du four : 40 oC pendant 2 min., puis jusqu'à 280oC

avec une montée en température de 6'Clmin.

7.7.2. Résultats obtenus pour le cheveu

Nous avons indexé les pics du pyrogramme GCÆID du cheveu B, note
cheveu réference.

La correspondance des pyrolysats des acides aminés a déjà été établie
par GC^4S. Nous avons effectué le même repérage avec les pics des
pyrogrammes GCÆID.
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Les chromatogrammes FID, ainsi que les tableaux de correspondance
entre les temps de rétention des pics GCAvIS et GCÆID des pyrolysats des
acides aminés sont présentés sur les planches annexes 42 à 44.

Sur le pyrogramme GCÆID (figure 7.7.1), sont notés I'ensemble des
pics de chaque acide aminé.

Agrandissement de lo zone de temps de rétention de 0 à 2l minutes

Agrandissement de la zone de temps de rétention de 2l à 42 minutes

Figure 7.7.1 Pyrogramme GC/FID du cheveu B
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Chapitre WI : Poljtmère naturel compiexe, lè cheveu Py CG/FID d'acides aminés

Nous obtenons ainsi un pyrogramme comparable à celui de la pyrolyse
GC/\4S. Nous pouvons rechercher la nature des pics utilisés pour la séparation
des neufcheveux.

7.7.3. Comparaisons ayec les résultats obtenus pour les acides aminés

Les corespondances entre les acides aminés et le cheveu B sont
résumées dans le tableau 7.7.L.

Pics de temps de rétention communs

de la zone 0 à 21 min. I O. la zone 21 à 42 min.

GIv A, B, D, M, O, S, V, a, lz,p,r *t, s, X, E, F, I ,  * ' ,  N, P, Q
Leu
Phé N,Xm,p o

Tyr A,B ,X ,d ,h ,k ,p , r t ,A ,F ,O,Q
Arg A, B.  C, I ,  M.  f ,12 s
His
Lys A,B,  I ,O ,R,Z X,K
Asp A, J, S, U, f, lz, p
GIu A, B, M S, X, Y, f, lr, lz, m, p, q u, w, x, z, *", F, N, P
Thr
Ser A, C, F, H, L, M, O, P, Q, R, S, T, V, W, X,

Y ,e ,k ,p ,q
Mét A ,A"B"K,Q,W,c ,g ,o
cys A,A"B"C,P ,Q,V ,A
Trv z ,D,G, * '
Pro A,B,  I ,M,N,P ,S ,X ,g K,O,R

Tableau 7.7.1 Pics de temp,s de rétention identique.s

Les pics du cheveu B ont été associés à des pics présents dans les
pyrogrammes d'acides aminés. A présent, nous pouvons associer les pics
chromatographiques aux specffes de masse des pics obtenus par GC/MS.
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Chapitre WI : Polymère naturel complexe, Ie cheveu Py CG/FID d'qcides qminés

7.7.4. Correspondance entre les pics obtenus par GCIFID et GC/NIS

La correspondance entre les pics a été établie selon la méthode :

/ les pics majoritaires de chaque pyrogramme ont permis d'établir les
premières corrélations,

/ ces premières corrélations ont permis de découper le pyrogramme
GCÆID du cheveu en zones de temps de rétention étalonnées,

,/ la correspondance entre les temps de rétention de la Py GCÆID et de la
Py GCAvIS des acides aminés a été faite en établissant des abaques,

/ nous avons rassemblé les acides aminés dont les pics ont des temps de
rétention susceptibles de conespondre à ceux du cheveu AN.

Cette démarche est longue et comporte beaucoup d'étapes de
correspondance. Nous sornmes conscients que des erreurs soient possibles
liées notament à des superpositions de pics chromatographiques. Cependant, il
était important d'établir les grandes lignes de correspondances pour définir les
differentes classes de cheveux (annexes 42 à 44).

Nous avons établi une courbe moyenne de conespondance entre les
temps de rétention des pyrolyses GCÆID et GC/\4S à partir de 128 points de
comparaisons, pour vérifier la validité de la procédure (figure 7.7.2).

y= -2 ,894+0,8216x R=0,98

Figure 7.7.2 Courbe moyenne de conespondances des temps de rétention
entre Py GC/^IS et Py GC/FID

r72
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Chapitre WI : Polymère naturel complexe, Ie cheveu Pv CGiFID d'qcides qminés

Association des pics discriminants avec les acides aminés

Nous avons repéré les huit pics (de la première base de données)
caractéristiques de AN dans le pyrogramme de I'individu B. La recherche de
ses temps de rétention dans les pyrogrammes de B et des differents acides
aminés a permis d'associer chacun des huit pics à un acide aminé (tableau
7.7.2\.

Temps de
rétention (AN)

Temps de rétention
(B)

Acides aminés
associés

Nature de la molécule

7.7 min. 9.5 min. Cys (4.9)
Glu (5.0)
Pro (5.8)

a lactame, CS
lH Pynole

17.9 min. moun Gly (m)
Phé (m)
Ser (m)
Glu (m)
Gly (n)
Are (n)

Dicétopiperczine
Phénol, 4-éthanamine

AA- HzO
Dicétopipérazine

24.5 min. *4 (25.4 min.) Gly (17.e)
Glu (17.9)

26.6 min. D (27.2 min.) Gly (20.s)
Try Indole, 3-méthyle

29.0 min. E (28.7 min.) Gly (21.8)

29.3 min. F (29.0 min.) Gty (22.r)
Tyr

Glu (21.8)
30.3 min. G (29.7 min.) cty (22.8)

Trv 0 Indole,3 éthylène
30.5 min. H (30.0 min.) Gty (23.2)

Phé (22.0) Diphényl 1,1'éthane

Tableau 7.7.2 Association des pics discriminants avec ceux des acides aminés
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Chapitre VII : Polymère naturel complexe, Ie cheveu Pv CG/FID d'acides aminés

7.7.6. Conclusion

La recherche des origines des pics caractéristiques de I'individu B est
délicate avec I'appareillage que nous possédons.

Les détecteurs FID et filtre quadripolaire ne sont pas installés sur le
même four de chromatographie en phase gazeuse. De ce fait, les pics obtenus
par FID ne peuvent pas, avec certitude, être identifiés par spectrométrie de
masse étant donné les dérives observées.

L'installation des deux détecteurs sur le même four de chromatographie
serait nécessaire pour améliorer ce genre d'investigation.

La sensibilité atteinte par le détecteur à ionisation de flamme est plus
élevée que celle de notre spectromètre de masse. Son utilisation est donc
nécessaire dans notre cas. Cependant, un spectromètre de masse de type trappe
à ions (ion trap) devrait permettre d'atteindre une sensibilité équivalente de
celle du détecteur FID. Il pourrait permettre d'enregistrer des spectres de masse
à partir de petites quantités de cheveux pyrolysés.

La possibilité de ce détecteur d'enregistrer des spectres de masse
MS/À4S, permettrait de lever les nombreuses indéterminations de structure de
nombreux pyrolysats rencontÉes lors de la pyrolyse du cheveu, des
polypeptides et des acides aminés.

CT,
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Chapilre WI : Polryère naturel complexe, Ie cheveu Pyrolyse laser GC.MS

7.8. PYROLYSE LASER GC/MS D'UN CHEVEA

La réalisation de I'enceinte laser avait pour f,rnalité de permetfre la
pyrolyse laser CG^4S d'un cheveu. Nous avons montré dans [e chapine V, la
faisabilité de I'expérience avec des molécules relativement simples comme les
acides organiques et les acides aminés.

Nous avons pu noter que des aménagements techniques étaient à
apporter au montage. Néanmoins, il nous a paru intéressant de tester la
pyrolyse laser GC^4S de cheveux.

Le pyrogramme que nous obtenons doit être amélioré, mais ces premiers
essais, nous ont permis de dégager quelques enseignements.

7.8.1. Paramètres instrumentaux

L'échantillon est dans ce cas une pastille de poudre de cheveux. La
pastille est fabriquée suivant la méthode du chapitre V. La poudre est assez
fine pour former une pastille compacte et non friable.

Pour I'irradiation laser, nous avons gardé la longueur d'onde de 266 nn.
L'irradiation est réalisée à fiavers une lentille de focalisation, afin de réduire le
point d'impact sur l'échantillon (diamètre de 2 mm) et d'augmenter
I'irradiance (I : 2.108 Wcm2).

Les paramètres instrumentaux sont résumés dans le tableau 7.8.1.

Paramètres Choix
Temps d'irradiation
Fréquence
Irradiance
lnjecteur On column cryogénique OoC pendant 4 min.,

montée en température jusqu'à 300oC
Colonne HPI identique à celle du chapitre V
Programmation du f-our 0"C pendant 4 min.,

lOoC/min. jusqu'à 300'C
d'interface GC/lvIS 300"c
de la source MS 240"C

Mode d'ionisation électronique 70 eV
m/z:33 à250

Tableau 7.8. I Paramètres instrumentaux

50 secondes
l0 t{z

2.108 wlcm2

Domaine de masse
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7.8.2. Pyrogramme de la pastille de cheveux

Le pyrogramme obtenu par pyrolyse laser GC^4S de la pastille de
cheveux correspond à une irradiation de la pastille pendant 50 secondes à une
fréquence de l0 Hz (figure 7.8.1).

La matière désorbée est largement suff,rsante pour pouvoir être détectée.
Il sera possible de réduire le temps d'irradiation de l'échantillon dans 1'avenir.

Figure 7.8.1 Pyrogramme laser GC/MS de cheveur

L'examen du chromatogramme indique que pour les temps de rétention :
/ compris entre 0 et 5 minutes, il y a formation continue de molécules

volatiles à O"C (I{2S, COz),
/ compris entre 5 et l0 minutes, la montée en température de

I'injecteur de OoC à 300'C induit une vaporisation constante des
pyrolysats adsorbés dans l' inj ecteur on-column réfrigéré,

/ supérieurs à 15 minutes, les molécules se désorbent de la phase de la
colonne pour des températures supérieures à 100"C.

Des modifications importantes sont à apporter au système de
concenfration et d'injection des pyrolysats.

La montée en température de l'injecteur doit se faire moins rapidement
et peut être ajustée en parallèle à la montée en température du four.

Malgré les problèmes liés à la désorption et au mauvais rapport
signal/bruit, nous avons néanmoins trouvé quelques composés déjà rencontrés
lors de ta pyrolyse thermique du cheveu.
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Chapitre WI : Polymère naturel complexe, Ie cheveu Py'olyse laser GC/MS

Ainsi, la recherche des masses comprises entre m/z:
de redessiner le chromatogramme de départ pour donner le
suivant (figure 7.8.2).

153 et 155 permet
chromatogramme
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Figure 7.8.2 Chromatogramme redessiné pour la gamme de masses m/z : I53 à 155

Ce pyrogramme reconstitué à partir de la masse mlz: 154 montre un
massif de pics émergeant du bruit de fond. Ces pics correspondent à la série de
pics également enregistrée lors de la pyrolyse thermique GC^4S du cheveu B
(annexe 4l).

En procédant de la même manière pour toutes les masses, nous avons pu
exfraire les spectres de masses présentés en annexes de 45 à 47 et trouver les
molécules présentées dans le tableau 7 .8.2 suivant.

Les molécules communes à celles trouvées pour le cheveu lors de la
pyrolyse thermique (annexes 39 à 41) sont notées avec leur nom et leur temps
de rétention.
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masses cherchées Temps de rétention Molécules possibles

33 à 39 6,18 min. HzS,
COz,
CSO,
Benzène méthyi

70à80 1.4 min. CS,
90 à 100 6.2 rc'in. Toluène

8.3 min. Phénol,4-éthylène
17.2 min. K (22.2 min., PyGCiMS)*

100 à 120 8.9 min. Swrène
120 à 150 24.9 min. l-(34.9 min., P,vGC.MS)*
153 à 155 20.8 min. C (28.6 min., PyGC/MS)*

2t.9 min. Cycloproproline
22.0 min. i (3û.4 min., PyGCiMS)*

* : pics des pyrogrammes en annexes 39 à 4l

Tabieou 7.8.i Moiëcuies communes à la pyrolyse thermique et à ia pyroiyse iaser
du cheveu de référence B

7.8.3. Conclusion

Nous avons montré que ia pyroiyse iaser GCIîvfS d'une poudre de
cheveux est possibie. Cepenciant, I'instrumentation, notamment au niveau de
i'injecteur on-coiunn cryogénique, et le protocoie doivent être améiiorés.

Néanmoins, lln certain nombre de molécules communes à ia pyrolyse
thermique et à ia pyrolyse laser a été repéré.

Cette première expérience montre que nous pouvons espérer anaiyser
des polymères complexes comme le cheveu avec I'enceinte d'ablation iaser
que nous avons conçue.

Celle-ci reiiée à un injecteur cryogénique plus performant et un
ensembie GC,iÀ{Siiv{S (type tappe à ions) dewait conduire à des résultats
parfaitement interprétables et ceci sur de ftès petites quantités de chevetx ou
de fibres poiymériques, ce qui est I'objectif recherché.
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7.9. CONCLUSION

L'identification des pyrolysats du cheveu a été faite par l'intermédiaire
des pyrolysats d'acides aminés, de polypeptides et d'acides gras extraits de la
fibre.

Nous avons pu établir des correspondances entre les mécanismes de
pyrolyse du cheveu et des acides aminés. La dégradation du cheveu comporte
quatre mécanismes identifiés :
./ la libération par coupure radicalaire des chaînes latérales ; les radicaux

libres étant susceptibles de se dimériser,
,/ la rupture de la liaison peptidique pouvant êre initiée par la coupure des

liaisons amides,
,/ la libération d'amines, susceptibles de former un hétérocycle,
./ la formation de cycles à 6 (cycloproproline et 2,5 dicétopyrazine, 3-

isobutyl) et de cycles à 5 (imidazole) à partir de deux acides aminés.

Nous avons également noté la présence systématique de deux acides
gras dans le pyrografirme de cheveux lavés : l'acide myristique et I'acide
palmitique.

En prenant des précautions lors de l'échantillonnage (nettoyage,
découpage et surtout pesée effectuée par microbalance), nous avons éliminé
les effets des pollutions exogènes, sources de nombreuses effeurs et de
variations notables au niveau des pyrogrammes.

En sélectionnant les pics dont les aires varient peu, nous avons pu
établir trois groupes de cheveux. L'un d'enffe eux correspond à quatre
individus que l'on peut discriminer.

Au sein des deux autres groupes de cheveux, il est nécessaire, pour les
distinguer au niveau de chacun de ces groupes de faire appel soit à une analyse
plus appronfondie des pyrogrammes GCA4S, soit à des études
morphologiques, soit encore par des analyses par miuosonde LAMMA (LAser
Microprobe Mass Analysis).

Enf,rn, le couplage de I'enceinte d'ablation laser avec la GC^{S a
montré qu'il était possible d'enregisfrer des pyrogrammes interprétables.
Certes, pour parvenir à des réponses d'aussi bonne quantité que celles de la
GCÆID, il convient d'améliorer l'injecteur cryogénique (On-column) et
d'utiliser comme détecteur une trappe à ions de deuxième génération dotée des
logiciels d'analyse MS^4S.
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Conclusion

A I'issue de ce travail, nous avons atteint I'objectif principal que nous nous
étions fixé : améliorer la compréhension des mécanismes de la pyrolyse qu'elle
soit thermique ou induite par laser. Ceci nous a permis notamment de montrer
que la pyolyse GCA{S est un outil adapté pour la caractérisation et la
discrimination des cheveux.

En effet, dans ce cadre, plusieurs résultats significatifs ont été enregistrés.
En premier lieu, la distribution en monomères de deux copolymères acryliques de
synthèse a été obtenue. Ce travail préparatoire, nous a permis de définir avec
précision I'influence des differents paramètres de la pyrolyse flash GC/I{S.

Afin de comprendre I'origine des differents pics des pyrogrammes de
cheveux, nous avons étudié la pyrolyse des acides aminés constitutifs de la
kératine ainsi que celle de quelques peptides modèles. Les principaux
mécanismes de ces pyrolyses ont été dégagés avec notamment : la

décarboxylation, la formation d'amine et d'o lactames, la rupture radicalaire des
chaînes latérales dont plus particulièrement celles comportant un motif
aromatique ou hétéroaromatique. D'auffes mécanismes plus complexes ont été
identifiés mais ils ne concernen! en général, qu'une très faible part de la matière
volatilisée.

La discrimination de quelques cheveux a été réalisée à I'aide de la pyrolyse
flash GC associé à un détecteur à ionisation de flamme plus sensible que le filtre
quadripolaire. Il est possible de caractériser chaque individu avec I'ensemble des
pics dont les intensités varient peu d'un pyrogramme à I'auûe. Nous avons monffé
que la discrimination de derx individus est aisée. La séparation d'un plus grand
nombre d'individus avec un minimum de pics peut êfe plus délicate à établir.

Compte tenu de la nécessité de tavailler dans des conditions
expérimentales parfaitement reproductibles, il apparaît que les critères de
distinction ainsi définis doivent s'ajouter à d'autres tels que I'aspect
morphologique, I'empreinte spectrale en microsonde laser LAMMA, etc...
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Nous avons également atteint le second objectif que nous nous étions fixé :
associer I'ablation/pyrolyse laser à la chromatographie en phase gtveuse, dans
I'optique de réaliser une pyrolyse d'échantillons de tailles réduites et de déposer
sur la surface une énergie qui soit indépendante de sa capacité calorifique. Pour
cel4 nous avons conçu un montage comportant une enceinte d'ablation laser,
compatible avec les paramètres de la chromatographie en phase gazeuse équipée
d'un piège cryogénique.

Ce montage aété utilisé pour caractériser les molécules neutres et volatiles
produites par I'ablation/pyrolyse laser. Celle-ci se caractérise par deux
phénomènes prépondérants : la décarboxylation et la vaporisation de la molécule
intacte. Ainsi, les acides organiques utilisés comme matice en
désorption/ionisation laser assistée par matrice (MALDI) se décarboxylent plus
ou moins bien selon leur structure. Il s'avère que ce sont les matrices qui
produisent le plus de dioxyde de carbone qui sont reconnues comme les
meilleures matrices. En réalité, l'éjection de COz induit la formation d'un microjet
supersonique stabilisant les ions formés par protonation ou par cationisation.

L'ablation/pyrolyse laser appliquée aux acides aminés monffe que seules
les molécules absorbant les photons du faisceau laser à la longueur d'onde choisie
réagissent. L'irradiation laser accentue certains mécanismes rencontrés lors de
leur pyrolyse thermique. Ainsi, la cystine produit exclusivement des a lactames,
tandis que les acides aminés à chaîne latérale avec un noyau aromatique (Tyr,
Phé et Try) se décarboxylent préferentiellement.

La pyrolyse laser appliquée sur des cheveux réduits en poudre montre la
production de petites molécules soufrées volatiles (disulfure de carbone,
sulforyde de carbone et sulfure d'hydrogène). Cette information permettra peut
ête d'expliquer la formation de certains agrégats ionisés des specfres de masse
obtenus par microsonde laser à temps de vol (LAMMA). De plus, nous avons
monfié qu'un certain nombre de composés identifiés par pyrolyse flash GC^{S
étaient également présents dans le pyrogramme laser du cheveu.

L'ensemble de ce havail monte que la pyrolyse GC/I{S est un outil
analytique adapté pour la caractérisation des polymères offrant des indications
structurales complémentaires à celles des aufes techniques en particulier toutes
les analyses par ionisation directe (læer, SIMS, etc...) en specffométrie de masse.
Elle permet d'obtenir des informations sur les mécanismes de pyrolyse tant
thermique que laser à partir des molécules neutres volatiles formées.

Après quelques modifications du montage, nous dewions pouvoir
appliquer la pyrolyse ablation laser à de très petites quantités d'échantillons
cornme par exemple, des fibres de polymères synthétiques et naturels.
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"'* -"" - H
rrcoc / L-GLYCINE

PYROLYSE PAR FOUR GCÀ4S

de rétention

molécules proposées

A (7.8 min) 83, 114
A'(8.3 min) 83, 114
B (16.3 min) 83, 85, 112,128,140 1,3,5,7 ténaazaticyclo[3.3.1.1'3,7] décane
C (16.9 nin) 42,83,126
D (19. 1 min) 71, 87, 99, 1.14, 128, 129 Dihydro-uracil,l-N-méthyl (?)
E (27.9 min) 71, 114 2,5 Diétopiperazine

Annexe I
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"J:)."-H L.GLYCINE

PYROLYSE PAR FILAMENT GC/I4S

6000
5000
4000
3000
2000
1000

0

Pics molécules proposées

A (1.6 min) 44 COz
B (3.8 min) 40,57 a lactame
C ( l1.2 min) 53,67,68,93,94,107, I2 l ,136
D (12.4 min) 54,55,56,112 2,5 Dicetopyrazine
E (12.8 min) 56,69,126
F (19.8 min) 43,56,83,99,1 I 1, 138, 148,179
F' (20.5 min) 50, 69, 77,104,133,163,194
G(22.0min) 41,55,69, 83, 97,111,125,140, 163
H(26.1 min) 41, 71, 100 2,4 imidazslidinedione

Remarque : les pics à23,8 et24,4 minutes se refrouvent systématiquement dans
les tous les spectres. Ils correspondent à des pics issus de la
dégradation de la phase.

Annexe 2
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"J))." 
-cH2-*(!1. L-LEIJCINE

PYROLYSE PAR FOUR GC/I\4S

3 E+6

2E+6

I E+6

0

molécules proposées

A(11.3  min)  41 ,54 ,82 ,96 ,110,  l l1 ,  138,  153
B (11.8 min) 43,56,70,82,95,112,113, 140 3 Imidazole,2,44ione, 5-isobutyl

C (13 .1  min)  41 ,54 ,82 ,96 ,110,  l l1 ,  138,  153
D (153 nin) 41,43,59,69,t01,112,128,143,154
E(17.0 min) 70,81,82,95,96, 123,137,138,165
F (21.3 min) 41,95,122,137,138, 165, 179,180
G(21.9 min) 41,43,94,122,136,164,178,206,222 Pyrazine-2,S dione-3,6 diisobutyl
H (22.4 min) 43,71, 98, 149, 154, 162,204,219
I (24.6 min) 86, 154, 168, 181
J (28.7 min) 122, 166, 179, 222,249, 262
K (30.2 min) 43,86,ll4,140,170 2,5 dicétopipérazine, 3-isobutyl

Annexe 3
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L.LEUCINE

PYROLYSE PAR FILAMENT GCA{S

8 E+5

6 E+5

4 E+5

2E+5

0 E+0

de rétention

molécules proposées

A (1.6 min) 44 Coz
B(2.7min) 41,42,43,44,57,58,71,86 Butanal,3-méthyl
C (3.4 min) 41,43,55,68
C' (3.6 min) 41,42,43, 56, 57,68,84, 98 Pentanal, 4-méthyl
D (4.9 min) 42,56,71,84,98, 112
D' (5.2 min) 56,57,69,96,98,112 3-Hexène,2,5 diméthyl
E (8.8 min) 42,56,'10,84,86,98, 99,113 a lactame
F(10.2 min) 43,5 '1,60,73,74,83,87,94,98
G (11.6 nin) 43,57r 84r 98, ll2,ll3,140rlS4 limidazole,2,4-dione, $isobutyl
H (13.4 min) 56,70,84,95,98,112,140, 168 4H pyrazine,2,5 dione, 3-isobutyl
I (21.2 min) 55,69,98,124,138, 166 2,5 Dicétopyrazine, 3-isobutyl
I'(21.4 min) identique
J (25.9 min) l5l, 179, 193,207,208,235,250

K(39.9 min) 41,69,81, 109, 136

Annexe 4
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"t* )ar -cHz
nooc / L-PHENYLALANINE

PYROLYSE PAR FOUR GC/}4S

3 E+6

2E+6

I E+6

0 E+0
A T .o Ï

Temps de

molecules proposées

A(11.1min) 91,92,120 Benzèneacétaldéhyde

B (13.3 min) 89, 90, 116, 117,1,32 9CH2CHCO (3 Phénylprop2-ènone)

C (15.0 min) 56,77,91, 105, 132,147 a lactame

D (16.0 min) 91,131 Benzènepropanenitrile

E (17.6 min) 89, 90, 117 Indole

F (23.2 min) 51,65, 91,182 Benzène,1,l'-(l'2 éthanediyt)bis-

G (23.9 min) 51,77,105,152,185, 196 Benzène, l,l'(1,3 propanediyl)bis-

H(26.9 min) 51,76,102,104,178, 179, 180 Transtilbène

Annexe 5
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L-PHENYLALANINE

PYROLYSE PAR FILAMENT GCA4S

1,5 E+5

1 E+5

5 E+4

0 E+0

molécules proposées

A (1.6 min) 44 COz

B (4.6 min) 91,92 Toluéne

C (6.4 min) 69,91, 106 EthYlbenzene

D (7.1 min) 51,?8,103, 104 StYréne

E (10.2 min) 79,106,107 Benzène, méthanamine

F (12.6 nin) 51,65, 9l,t2l Benzèng éthanamine

G (13.1 min) 89,90,116,117 Benzène, acétonitrile

H (14.6 min) 56,77,91, 105, 132,146,147 a lactame (!)

I (15.6 min) 65,91, 131 Benzène, propanenitrile

J (22.7 min) 91,182 BenzÈne (1'1') (1l éthanediyl)bis
K (23.4 min) 51,77,105, 196 Benzène (l,l') (1,3 propanediyl)bis

L (30.2 min) 7 '1,91,115,132,165, l9 l
M (35.2 min) 154, 177, 202,230,231,232
N (38.3 min) 65,91,117,194

Annexe 6
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L-PHENYLALANINE

PYROLYSE LASER GC/}{S

6E+4

4E+4

2E+4

0 E+0

A Bç

10

de rétention

Pics mlz molécules PtoPotlgt

A (0.9 min) 44

B (2.8 min) 77,78

C (4.1 min) 91,92

D (5.2 min) 91, 106

E (7.7 min) 65,91,92,l2l

F (13.2 min) 91, 103,-115, 116, 178,194

G (14"3 min) 91, 105, 134

H (14.5 min) 91,132,134,178,206

I(15.1 min) 74,91,115,132,191,206

J (f5.8 nin) 74,91,120,147,165

K(16.4min) 102,ll5,154,202,231,232

L(16.7min) 74, l l5,156,232,233,234

Coz
Benzène

Toluène

Benzène, éthyle

Benzène éthanamine

l,l diphénylpropene

crrHr+l{zoz (?)

Tran-trans ( 1,4)diphenyl- 1,3-butadiène

Phénylalanine

C13Hrù.{zOz (?)

CrzHr+NzOr (?)

M(19.7min) 91,92,129,147,189,206,234 Cr2Hr4N2O3 (?)

Annexe 7
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6 E+5

4 E+5

2E+5

0 E+0

P-VT.OLYSE PAR FOIJR GCIMS

L-TYROSINE

- - Js-È

Pics mlz molécules ProPosées

A (9.9 min) 66,94
B (12.4 min) 77,79,1Û7, 108

C (i4.8 min) 77,i07,122

D (i5.9 min) 65,9i,119,720

E (21.2 min) 77,91' 107' 108' 137

F (23.a min) 77, 107,747

G(2S.7 min) 77,107,120, 153, i65

Fi(34.1 min) 77,1t7,2'r4

Phénoi
Phénoi,4-methyl
Phénol,4éthyl
Phénol, 4éthyiène
Phénol,4- éthanamine
Phénol,4 acetonitriie

Diphénol, 4,4'4thane

Annexe 8
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L-TYROSINE

PYROLYSE PAR FILAMENT GC/I\4S

2,,5 E+5

2,08+5

1,5 E+5

1,0 E+5

5 E+4

0 E+0

Pics m/z molécules ProPosées

A (1.6 min) 44
B (9.8 min) 66,94
C (12.3 min) 77,79,|V|,108
D (14.2 min) 77,107,122
E (16.0 min) 65,91,120
F (20.5 min) 77,107, 108, 137

G (34.2 min) 77,107,214

Coz
Phénol
Phénol,4-méthyl
Phénol,4éthyl
Phénol, 4-éthyléne
Phénol, 4-éthanamine
Diphénol, 4,4'-éthane

Annexe 9
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2,0 E+4

I,5 E+4

1,0 E+4

5,0 E+3

0 E+0

L-TYROSINE

PYROLYSE LASER GCIMS

10
de rétention

molécules proposees

A (0.9 min) M

B (11.3 nin) 77,107,108' 137

Coz
Phénol, 4-éthanamine

C (16.3 min) 44,77,107, 166, 181 L-tyrosine

Anncxe l0
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"t* )"r -(cHz)+ - NH2
HOOC /

L-LYSINE

PYROLYSE PAR FOUR GC/TVIS

4E+5

3 E+5

2E+5

1 E+5

0 E+0

Pics m/z molécules Proposées

A(3.6 min) 41,68,69
B (4.9 min) 42,56,84, 85

C (5.8 min) 41,55, 83

D (11.3 min) 41,56,70,82,95, 109, l l0

E(16.3 min) 41,55,56,67,85,96, 111, 113 Lys-NH2OH

F (20.4 min) 43,56,72,83,99' 111' 128 a lactame (CH2)4NH2

G(25.8 min) 55,69,96, 178

H(27.3min) 41, 67,96,1.21,135,150, 165, 178,206

I (31.2 min) 95,96, 125, 152, 178, 192,206,220,281

J (32.7 min) 54,94,135, 163, 190,217,218,219,281

K(33.2 min) 96,124,151, 165, 178,192,235,281

Isoxazole
Piperidine
Pyridine 2,3,4,5 tétrahydro

Annexe ll
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HzN r
)cH -(cHz)+ - NH2

HOOC '
L.LYSINE

PYROLYSE PAR FILAMENT GCÀ4S

6E+4

4E+4

2E+4

0 E+0

de rétention

D

A (1.6 min)
B (3.1 min)
C (4.5 min)
D (5.4 min)
E (19.9 min)
F (21.5 min)
G (25.8 min)
H (27.0 min)

44
4r,42,68, 69
55,82,83
55, 82,83
561701 83, 99, lll,128
59, 81, 96,124,152
34 ,83 ,111 ,178
77,130,160

Coz
Isoxazole
tétrahydro Pyridine

ct lactame (CH2)4NH2

Annexe 12
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HzN r- 
)cH -(cHz)r -NH-c-NH2

Hooc / ll
NH

L.ARGININE

PYROLYSE PAR FOUR GC/\4S

I,2 E+5
1,0 E+5
8,0 E+4
6,0 E+4
4,0 E+4
2,0 E+4

0 E+0

dc rétcntion

A (3.5 min)
B (8.9 min)
C (10.2 min)
D (1a.4 min)
E (15.1 min)
F (16.9 min)
G (17.8 nin)
H (20.8 min)
I (23.6 min)
I (27.4 min)
K (31.2 min)

41 ,42 ,68 ,69
41,53,68,81, 95,96
66,67,94
42,55,70,98,99
43,65,92, l l9
53,67,80, 107, r34,149

43,561 69,85, 114
53, 67, 80,92, 1 19, 134, 150

43,70,85, 98, 99,126
39,64,78, 103, 1 18, 144, 145,172, 173

133,155, 168,22f,256

molécules

Isoxazole

2-Pyridinamine
2-Piperidinone

c lactame ....

tuginine

Annexe 13
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HzN:.

Hooc )rt 
-(cHz), -NH-.-NH2 

L_ARGININE
NH

PYROLYSE PAR FILAMENT GC/}4S

8 E+4

6E+4

4E+4

2E+4

15

molécules proposées

A (1.6 min) 44
B (3.1 min) 41,42,68, 69

C (10.0 min) 41,67,94
D (17.9 min) 43, 56,69,97,114
E (19.5 min) 79,106,133, 134, 180

F (20.9 min) 54,81,122,150
G (22.9 min) 43, 85, 126,179
H (24.3 min) 55,82,I23,149,151, 180

I (26.6 min) 41,82,123,151,177,178
J (27.5 min) 41,78,118, 145, 173
K (30.9 min) 43,164,165,178,193

Coz
Isoxazole
Pyridine

cr lactame

Larginine

Annexe 14
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""::)a' 
_'cHz\rl

L-HISTIDINE

PYROLYSE PAR FOUR GC/I\4S

6E+4

4E+4

2E+4

0 E+0

Temos de

Pics m/z molécules Proposées

A (9.4 min) 40' 4l' 68

B (11.5 min) 54,8l' 82

Imidazole
Imidazole, ,l-méthyl

C (12.5 min) 42,54,55, 68, 81, 95, 96 lH pyrimidine, 5-méthyl

D (13.5 min) 41,54,67,68,81,95,96 Imidazole, 5-éthyl

E(l4.0min) 39,56,67,82,95, 109, l l0 lHImidazole,4,5-cyclopropane(?)

F (14.5 min) 54, 68, 83,93, 94,95,109, 110 Imidazole, 5-propene (?)

G(15.0min) 41,43,52,67,68,82,95, 110 Imidazole, l,4-cyclopropane (?)

H (15.3 min) 50, 51, 64,77,91, 108, 123,135

I (18.3 min) 52,65,79,105,106, 133

Annexe 15
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HzN:-

Hooc )" 
-cHz\rl

L.HISTIDINE

PYROLYSE PAR FILAMENT GC/}4S

I E+5

1 E+5

5 E+4

5 E+4

0 E+0

de rétention

A (l. l min)
B (8.2 min)
C (10.2 min)
D ( l1.3 min)
E (11.8 min)
F (12.3 min)
G (12.7 min)
H (13.5 min)
I (15.4 min)
J (17.0 min)
K (19.5 min)
L (35.8 min)

44
41,68
54r81r 82
54, 81, 95,96
54,  81 ,95 ,96
54,  81 ,95 ,96
54,81,95,96,109
68,93,94
65,92,l l9
52,79,106, 133
52,100,147
69, 81, 137, 149, 175, 296

Coz
Imidazole
Imidazole, zl-'méthyl

lH pyrimidine, 5-méthyl
Imidazole, s-éthyl

Imidazole,5-propene (?)

7 Aza&mimidazole

Annexe 16
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HzN:-
:cH- cl1.z - cooH

HOOC /

ACIDE
ASPARTIQTJE

PYROLYSE PAR FOUR GC/IVTS

1 E+5

1 E+5

5 E+4

5 E+4

0 E+0

BC?

I
{i
ll
t!
! l
! l
l l
l l
t li i
i

E

F

de rétention

A (4.1 min)
B (4.4 min)
C (8.3 min)
D (8.6 min)
E (9.2 min)
F (11.6 min)
G (13.0 min)
H (13.6 min)
I (30.0 min)

31 ,45 ,55 ,72
31,32,44,46,75
43,54,69,97,125, 137

40, 54, 69, 82, 97, ll0, 123

43,34r69197
59,68, 102, 103, l l1
56,70,82,99
45,54,71,86,99
55,69,97,125, 153,196

molécules

Acide 2-propenoïque
Glycolamide

lH Pyrrole 2r5 dione

2,5 Pynolidinedione

Annexe 17
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"'* )a"- cHz - cooH
sooc /

ACIDE
ASPARTIQUE

PYROLYSE PAR FILAMENT GC/}4S

1,5 E+5

1,0 E+5

5,0 E+4

0,0 E+0

Pics mlz molecules Proposées

A (1.7 min) 44

B (3.8 min) 40,55,72

C (5.2 min) 54,98

D (9.1 min) 54,82, ll0, 125

E (9.6 min) 43,54,69,97

F (10.2 min) 54'69'97
G (29.9 min) 42,70,86, 100, 124,154,194

Coz
Acide 2-propenoique
2,5 furanedione

1H pynole-2,5-dione

lH pyrrole2'S-dione

Annexe 18
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"'* )a*-(cHz)z - cooH
HOOC '

ACIDE
GLUTAMIQUE

PYROLYSE PAR FOUR GC/\{S

1,5 E+5

1,0 E+5

5,0 E+4

0,0 E+0

!C
I

i
! l

d
i i t l
ip i i ir
[: fr ti ifr rK,Li*
L, t4i it , v't**4.r*..S-t-,-
itfuv'L,,il-.,to.r t*-r'

Temps de

Pics mlz molécules ProPosées

A (7.4 min) 43,57,85

B (9.1 min) 43,56,57,60,86, 102

C (12.8 nin) 41,56,68' 85,95 2 Pyrrolidinone

D (12.9 min) 41,56,68, 85, 95,96

E(16.1 min) 39,52,53,54,68,9'1,108, 109, 120

F (16.3 min) 43,56,68,70,83, 98, 109, I10,125,I52

G(19.5 min) 41,56,84,85, 143

H (27.0 nin) 41,#,E4, 101, 129.147

I (29.0 min) 41,56,84, 100, 128

J (35.7 min) 5'1, U,lll,144, 163

K (36.3 min) 56,U,ll l , 144, 198

L (39.6 min) 84, I I l, 198, 222,250

Acide glutamique

Annexe 19
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"^ )."-(cHr), - cooH
IcIOOC /

ACIDE
GLUTAMIQUE

PYROLYSE PAR FILAMENT GCAYIS

2,5 E+4

2,08+4

I,5 E+4

1,0 E+4

5,0 E+3

iA
I
I
I
I
l l

t l
t l

iiB
l I
r i
t t
I L

C I
0,0 E+0

P* mlz molécules ProPosées

A(1.6 min) 44

B (2.1 min) 38,54,76

C (4.0 min) 39,40,41,67

D (ll.l min) 53,6'7,68, 93, 107, l2l, 136

E (l1.5 min) 42,56,84, 85

F (l1.9 min) 41, 68, 95

G(13.6min) 44,56,72,88,117
H (16.3 min) 80, 109, 135
I (30.0 min) 44,70,100, 125, 154
J (38.3 min) 91,117,147,194,207

COz

lH Pynole

2 Pynolidinone
2-Pyrimidinamine

Annexe 20



56 âoo 1 1,
.ao6o l  . l t

3oBôB 
1  I

? o o 6 6 i  . r  I

" " o o ! 1 '  
l l ,  

a ? .

r l t .  - - - s I i I * - , '  * : . 1  
'  

,  r  ' .  
, - , - l +

. o  5 0  € o  1 6  ê o
n . r r ' a r a . 5 é

A

B

C

D

E

F

J

K

E É96

T  
I  B B o a

l- i  6000

:  . o o a

!  ? O A O

tJ  a O 3 2

j  r a i u

G

. Û  5 a  E O  7 û  A S  9 G  r S C  r l o
i l À r ! , C h r . E

r : r È ! 2 r 5  -  ? r ; : 2 2 O )  Ê v e  A  ; r 6 ! 8 , 7 9 5  L / l ! :  r a R E ù F t  o

.  G O O E
o :EAO

:  . o a s

G!  3OOO
r  z o B o
f  r o s o

o

t 6 6  l 3 a

I  ocg

IJ .: ,nuo
I l  j  : o . .

;  r s o o

. o  t G  s o  2 d  a B  9 0  t o a  r l o  t ? o  r ? o
F r r r / C h . . ! - .



,J)).'-*(î L-THREONINE

PYROLYSE PAR FOUR GC/TVTS

5 E+5

4E+5

3 E+5

2E+5

I E+5

0 E+0

Pics mlz 49!4ul"t Ptpoté"t

A (4.1 min) 31,45,60,75

B (4.4 min) 43,58, 72,86

C (4.7 min) 43,57,58, 86, 100

D (6.9 min) 41, 58, 70,86,100, I 14

E (8.7 min) 45,57,70,87,100, 130, 131

F(9.1 min) 41,55,68,82,96, l l2,127

G (13.2 min) 41, 55, 82,96, l l0,126,l4l

H(13.8 min) 43,56,68,94,109, l l0,  139

I(16.3min) 42,54,68, 81, 95,96,124

J (18.9 min) 42,68, 109,123,137,152

K(19.2min) 42,58,70,U,99,I13,127

L (20.6 min) 42,56,95, 109, 138, 166, 194

L' (20.9 min) 41,56, 109, 137,152, 154

M (21.2 min) 39,56,95,127,135, 163, 178

N(23.1 min) 39,95,135,163,178

O(24.7min) 41,72,109, 139, 152,196

P (26.1 min) 54,'10,111, 139, 168,192

Q (28.4 min) 42,86, 111,125,166,196,240

Annexe 21
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"J:)'"-cH<i
L-THREONINE

PYROLYSE PAR FILAMENT GC/IVIS

3 E+4

2E+4

I E+4

?E

Pics mlz molécules Proposées

A (1.7 min)
B (4.5 min)
C (6.6 min)
D (8,4 min)
E (12.2 min)
F (13.3 min)
G (13.5 min)
H (14.3 min)
I (15.6 min)
J (16.2 min)
K (16.5 min)
L (19.0 min)
M (20.7 min)
N (21.8 min)
O (22.1 min)
P (22.8 min)

Q (23.1 min)
R (27.9 min)
S (40.0 min)

44
41,561 57r 58, 86,100

4!, 42,58, 70, 71, 86, ltù, I I 3

43,72,84, 98, l l3,l l4

42,57,58,69,70, 100, 135, 136, 155

41, 55, 70, 82, 96, ll7, 126, l4l, 193

43, 7 l, 82, 94, ll7, 139, 154, 169, 177

42, 57,',70, 85, 94, 109, 124, 155, 169

43, 57,84, 85, lt0, 135, 152

43, 54,84, 96, 108, 153, 169

41,71,84,99,124,183
42, 68, 82, 95, 109, 123, 137, 152

M,56,95, 109, 110, 138, 152,166, 183

67, 77, 100, 108, 120, 135, 163, 178

43, 70, 109, 120, 124, 137, 152, 179

43, 56, 58, 123, 137, l5l, 166

54,94,95, 135, 163,178

41, 99, 125, 157, 201, 279

41,69,81, 95, 109, 137,149, 163 ,189

Dicétopipenzine - HzO
HtC. ?
*o't".141"

"*14"":.n,
o

Coz
a lactame

Awrexe22
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HtN -.-- 
)cu -cH2 -oH

HOOC /
L-SERINE

PYROLYSE PAR FOUR GC/IVIS

6 E+4

4E+4

2E+4

G
(

H
F

OE
20

Temps de

Pics mlz molécules Proposées

A (4.4 min) 32,44, 58,72,85

B (10.5 min) 41,55,68, 80, 82,96,l l3

C (10.7 min) 41,53,68,78,80, 94, 1l  I

D (16.1 min) 54,81,108, 136

E (16.5 min) 68, 81, 94, 110, l2l,138

F (18.6 min) 56, 86, 95,97,138,167, 193

G (20.0 min) 54, 80, l2l,135,164

H(22.1 min) 54,68,95, ILl, 125,154, 168

AA -HzNOH

Annexe 23
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"t* \a" - cHz - oH
wooc / L-SERINE

PYROLYSE PAR FILAMENT GC/]VTS

8 E+5

6 E+5

4E+5

2E+5
BnCnr F G H I JKL ylrl

0 E+0
20

rétention

15

Tem

Pics mJz @

A (1.6 min) 44 COz

B (3.7 min) 44,56, 57,72,80, 85, 86 AA - H2NOH

C (4.1 min) 41,56,67,72,86,87 c lactame

D (5.2 min) 53,67,93,94,95 Pyrazine méthyl ou 3-Pyridinamine

E (5.7 min) 53,70,72,80,E1,95 lH Pynole, 2-méthyl (?)

F (7.5 min) 53,67,80, 107, 108 Pyrazine éthyl (?)

G (9.8 min) 39,56,94,l2I,l22 Pyrazine, 2-éW1,6-méthyl (?)

H (12.1 min) 53,56,83, 108, 135, 136 Plnazine, 3éthyl, 2,5-diméthyl (?)

I (14.0 min) M,57,83, 100, 127,137,l4I

J (15.0 min) 42,54,81,96, 107, 108, l l8,l24

K(l5.7min) 41, 54,67,81,97,108,135, 136 6HPurin-6-one, 1,7-dihydro (?)

t itO.Z min; 82,94,95, 110, 120, 138, 154,164 2,5 Dicétopyrazine,2-méthyl (?)

M (19.6 min) 42,68,80' 109, 121,135,152,164

N (19.8 min) 42,68,82, 109, 123, 138, 139,166 2,5 Dicétopipéraztne-3'6(CH2)

Annexe 24
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"#).'-cH2 
-'1 L-CYSTINE

PYROLYSE PAR FOUR GC/}4S

6

4

2

0

E+4

E+4

E+4 A
CDF

Pics mlz 49!99ules PrgPgsees

A (3.9 min) 59,70,86

B (6.8 min) 59' 86, 101

C (7.8 min) 56, 86, 103

D (10.8 min) 69,87, l7l, 129

E (11.3 min) 56,l l4' L29,165

F (12.1 min) 59, 100, 101

G(l2.7min) 59,116,133, 151, 19l

H (13.3 min) 58, 88, 92,152

I (15.0 nin) 44,71,103, 163 AA - COz'HrNOH

J (17.6 min) 69, 81, l l4,136,155

K (19.3 min) 59,96,115, 161, 184,231',289

L (20.7 min) 90,ll'1, 145,167

M (21.2 min) 88, 110, I18,  13t,  146, 168

N (22.7 min) 59,67,110, 143, 161, 189

O(23.2min) 58,122,136, 180, l8l

a lactame, CHS

cl lactame, CH2SH

Annexe 25
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"'* >." -cH2 - t 1
Hooc / )z

L-CYSTINE

PYROLYSE PAR FILAMENT GC/\4S

2,5 E+5

2,0 E+5

1,5 E+5

1,0 E+5

5,0 E+4

0,0 E+0
M NOrq

20
rétention

mlz molécules ProPoséesPics

A (1.6 min) 34,44

B (2.1 min) 54,56, 69,76

C (2.8 min) 45, 58,84

D (4.9 min) 45, 58,99
E (5.2 min) 51,66,93
F (6.5 min) 45,60, 101
G (6.6 min) 59, 86, 101

H (7.6 friil) 56,8E,103

COz et HzS
CSz
Thiophène

a lactame, CHS

a lactamg CHzSH

cr*'
2-méthylthiazole- ou lactameCS

\T HN

Fyridine,2-méthyl 
ù""' 

f'n

I (10.2 min) 45,58,84,ll2,l:25,127 2,5 Diétopipérazine-3méthyl

J (10.5 min) 64,69,92,108,l2l,lt3 CH2CHS2CH2CH=NH

K (10.8 min) 45,72,80,l l2,127
L (12.3 min) 44,60,70,103,122,146
M (15.1 min) 44,60,11,103,140, 163 AA -CÔ2'HTNOH

N (17.8 min) 69, ' t ,9, l l4,  136,155
O (19.4 min) 45,67,85, 115, 136, 16l ,  184
P (20.5 min) 58,70,111, 128,16E

Q (20.8 min) 58,90, l l7,145,169, 187

Annexe 26
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J: )""-cHz-'Ï L-CYSTINE

PYROLYSE LASER GC/}4S

1 E+5

8 E+4

6E+4

4E+4

2E+4

OE

Pics mJz molécules ProPosées

A (0.8 min) 34,44,76

B (4.4 min) 58,99

C (5.0 min) 42,68,69

D (5.3 min) 45,59,86' 101

COz, CSzet H2S

a lactame, CS ou Méthylthiazole

a lactame, CH2

cr lactame, CHS

E (5.7 min) 44,56,57, 88, 103 cr lactame, CH2SH

F (7.1 min) 85,ll2, 126,127 CH2CHSSCH2CH:NH

G (8.0 min) 56,71,135,152,185,240 Cystine

H (10.1 min) 54,69,86, l14, 129,142 C5IITNOS

I(10.3 min) 69,87, l02,l l4,l l5,l28,16l

J (13.4 min) 51, 77, 141, 170,213,247 Benzènesulfonarnide, N-butyl (?)

Annexe 27
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tt^ 
)a*, ---(cHùzLSCH3

HOOC '
L-METHIONli\iE

PYROLYSE PAR FOUR GC/]viS

3 E+5

2E+5

1 E+5

0
\4*.*-*,=-

M
l- -t-'

, . -**r-lê1*

Pic. 
-- 

m/z molécules ProPosées

A (11.3 min) 57,7C,87,ll6 R-CIICO

B {11.5 min) 57,7A,87,116,l3l a lactame, éthyl-2-méthylthio

c (14.0 min) 7A,7\84, 101,116 2-Butèil41,3-(néthylthio)

D (14.2 min) 41,68,69,81,96, 101, t 
l, l :t_ O:CH-Cè"g-"H2-S-CH3

E(15.9 min) 69,82,83,94,96,113,140,157

F (17.9 min) 41,53,68, 83, 96, 110, 129, 142

G ( 19.7 min) 4l , 61, 82,97 , 710, 127 , 156

H(23.8 min) 41,6! ,70,89,116, 130, 114

I (24.8 min) 61,82,89, 114, 155, 156, 167,168

J (25.4 min) 61,68,82, 100, 114,142,158, 189

K(27.3 min) 41,61,89,96,128,143,170,202

L (30.2 min) 70,96,110, 138, 166,194

M(3g.2min) 61,ll4,l4O,154,188,203,262 Dicétopipérazine(R)z

Annexe 28
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"'* >a" -(cHùr-scH3
HOOC /

L-METHIONINE

PYROLYSE PAR FILAMENT GCIN4S

5 E+4

No P a

-EJ- 
m/z molécules ProPosees

A (1.8 min) 44,45,46,47,48 CO2 et HSCH3

B (3.5min) 45,61,73,88

C(3 .8min)  40 ,41 ,52 ,70 ,73 ,79 ,88 ,94
D (5.0 min) 45,60, 88

E (6.2 min) 48,65,66,78,92,9t
F (8,7 min) 47,56157,61,73,88,105
G (1 1.2 min) 56, 57,70, 85, 87,116, t3t

H (11.5 min) 61,74,96,116

3-Propène, l-(méthYlthio)
HSCH{HSH
Thiophène, tetrahydro
Pyridine, 3-méthyl

l-Propanamine, 3-(méthYlYhio)

o lactame, éthyl-2-(méthYlthio)
Ethane, 1,2-bis(méthYlthio)

Dicétopiperazine

RCH:NCHzR (-CHr)

I (13.a min) 48, 61, 73,'15,88, 93, ll7, l2l,136 Propane, 1,3-bis(méthylthio)

J (13.7 min) 43,56,61,70,71,84,101' 116 2-Butènal, }(méthYlthio)

K (15.0 min) 67,70,85, 98, 116, 133, 145,159 c6FIeNS2

L (15.7 min) 55, 68, 81, 82, 94,96,ll0,125,142 Dicétopiperazine (cHr)z

M (16.1 min) 61, 6E, 69,82,94,1!5,12E, 143 RCH=NCH2R (-HSCH3)

N (17.7 min) 56,60, 84, 116, 129,158,223

O (19.5 min) 61,82,97, l l0,125,156,l7l

P (21.4 min) 82,96, l l l ,124,l4l,156,170, 185

Q ( 23.5 min) 56,61,69, 89, 116, 130, 144,176

R ( 27.9 min) 77,99,125,157,203,279

Annexe 29
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"'* )a" -(cHùz-scH3
HOOC /

L-METHIONINE

PYROLYSE LASER GC/\4S

I,5 E+4 B
1,0 E+4 -l 4
5,0 E+3
0,0 E+0 i l iois20

Temps de réte4gi

molecules proposées

Coz
Méthionine

A (1.0 min)

B (15.7 min.

Annexe 30
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HoocÆ

J
L-PROLINE

PYROLYSE PAR FOUR GCA4S

5 E+4

4 E+4

3 E+4

2E

I

Temos de

P*. mlz @
A(31.0 min) 70,96,110'124,138,166,194 Cycloproproline

Annexe 3l
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HOOCÆ

J
L-PROLINE

PYROLYSE PAR FILAMENT GC/\{S

8 E+4

6E+4

4E+4

2E+4

0 E+0

A B
IC

I ctl
15 20 25

T

Pins mlz molécules ProPosees

A (1.7 min) M

B (2.8 min) 41,42,68,69

C(3.lmin) 41,42,43,68,69,70,71'98

D (10.8 min) 41,68,82,97,lO9,l24
E (11.2 min) 41,53,67,68,79,93,107, l2l, 136

F (19.1 min) 41,55,68, 94, 95, 108, 122,149,150, 194

G (22.4 min) 42,69,70,82,97, 125, 169

H(22.6 min) 41,69,70,97,125, 150, 169, 187

I (26.1 min) 41, 56, l0O, 122, 177, 178, L94

J (29.8 nin) 41,70,96,124,138, 166, 194 Cycloproproline

CO2

3-Pynoline
Pyrrolidine

Annexe 32
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L-TRYPTOPHANE

It

PYROLYSE PAR FOUR GC/\4S

2,5 E+6

2,08+6

1,5 E+6

C

1,0 E+61

5,0 E+5

0,0 E+0

D

nll ll FTb nl r ç
510 I 35

de ré

Pics mlz molécules ProPosées

E (22.2 min) 77,102,115, 130, lM,145 lH Indole, 2,3-diméthyl (?)

A (16.2 min) 76,102,128,129

B (17.5 min) 89,90,117

C (19.9 min) 77,103,130' 131

D (21.9 min) 77,103,130, 145

F (23.5 min) 89, 115, 128,143

G (23.8 min) 77,103,130, 143, 159

5 (28.9 min) 83, 113, 140,167

Quinoline
lH Indole
lH Indole, $méthyl
lH Indole,3éthyl

Quinoline, 4-méthyl
lH Indole, 3-éthanal

9H Carbazole
(I -aza, 3-méthyl) Carbazole

|f(27.0 min) 102,103,130, 131, 155, 160 lH lndole, éthanamine

11(27.g min) 77,101,130, 155, 156 lH Indole, acétonitrile

K(31.2 min rl4,140, r54,168,182

Annexe 33
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L.TRYPTOPHANE

PYROLYSE PAR FILAMENT GC/IVTS

,2E+5
1 E+5
8 E+4
6E+4
4 E+4
2E+4
0 E+0

P*r mlz molécules ProPosées

A (1.6 min) 44

B (173 nin) 63' 89' 90' 117

Coz
lH Indole

C (19.7 min) 77,103,13O,131 lH Indole lméthyl

D (21.6 min) 77,103,130, 145 lH Indole, 3-éthyl

E(2l.8min) 100, 130, 144,145 lHIndole,2,3-diméthyl (?)

F (23.3 min) 89, 115, 143 Quinoline, 4-méthyl

Annexe 34
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,J:)."-.",\D L-TRYPTOPHANE

PYROLYSE LASER GC/IYIS

2,0 E+5

1,5 E+5

1,0 E+5

5,0 E+4

0,0 E+0

Pics mlz molécules ProPosées

A (1.0 min)
B (2.6 min)
C (3.4 min)
D (4.0 min)
E (5.a min)
F (9.0 min)
G (9.6 min)
H (10.4 min)
I  ( l1.4 min)
J (1l .9min)
K(13.2 min)
L (18.3 min)
M (18.8 min)
N (19.2 min)
O (19.5 min)
P (19.6 min)

Q (20.3 min)

R (20.5 min)

44
45,77,78
74,78
91,92
74,76,102
51,76,102,129
89,90 ,  117
77 ,103 ,130 ,131
77,103,130,145
70,89, l l5,143
77,1031 130,1311 160
'17,117, r30,l3l, l32
77,103,130, 13l , l44

108, 130, 217,245,246
103, 130, 143,144,245
'17, 103, 130, 13 l, 144, 245

7'1, 103, 130, 13 l, 143, 144

Coz
Benzène
Acide éthanoïque
Toluène
Benzène éthényl

Quinoline
lH lndole
lH Indole,3-méthyl
lH lndole, 2,3-diméthyl

Quinoline, 4-méthyl

lH Indoler 3 éthanamine

lH lndole, 5-méthyl
Di-Indole'3yl méthane
Dipeptide C13H15N3O2

lH Indole,3 éthéne

a lactame méthyle
lH indole,3 buténone

71,130

S (21.5 min

Annexe 35

77,103,130, 144, l7l
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POLY(PRO-GLY-PRO)

PYROLYSE PAR FILAMENT GCÀIS

Ë88û

4 ttta

?ûqa

t5 2E
de retention

A
B
C
D
E
F
G
H
I

28,44
29,31 ,45 ,53 ,64 ,72 ,87
28.32 ,41 ,68 ,69
51,52,79
28,39,67
67,82,97, l l0,125
54,56,82,94, r08
68,69,111,154
70, 96, 124, 138, 166, 194

Coz
? cHo-NH-cH2-cHo ?
3-Pynoline
Pynidine
Pyrrole
'Pyrolidine 1,2' -2-pynolidinone'(CeFIsNzO)

C7H1eN2O2

Cycloproproline

Annexe 36
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POLY(LEU)

PYROLYSE PAR FILAMENT GCA{S

?aûûFs

ï5AûÇl

I  TAEû

5 160

u)
15 26

de rétention

Pic m/z Molécules possibles

A 28,39,41,44,56 Propène et COz

B 4r,56,67
c 28,91,92
D 39,41 ,43 ,68 ,81 ,82
E 39,41,43,55,70,82,126 Isobutyl-4, imidazol, 5-one (?)

F 39,41,43,55,82,96 Méthyl-3, cyclopentanone (?)

G 78,93,103, 104 StYrène

H 56,57,84, 98, 113,1401154 3 Imidazoling lisobutyl' 2'4-dione

r 69, ll2, rl4, 142, 154, 156

J 55,69,83,98,124,166 2,5Dicétopyraziner3-isobutyl

K 55,69, 83,98, 124,166 2'5 Dicétopyrazine,3-isobutyl

L 43,71,86, l13, 114,140,170 2,5Dicétopipérazine,6-isobutyl

Toluène

Annexe 37
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POLY(GLU-ALA-TYR)

PYROLYSE PAR FILAMENT GCA4S

i  * t
i  t , l l  Y,*o
t*.,r-.-Ui, j L-'*+1.[l*,L-.*,* *

L. lf

Pic Molécule possible

A
B
C
D
E
F
G
H
I
J
K
L
M
N
o

44
39,40,41,44,58
28,54,70
53,_g0, gl
53, 80, 95
65,66,y
65,67 ,77 ,79 ,106,  107
77,79,90, 107, lQ8
77,79,90, 1!lZ, 108
77 ,79 ,MW
77 , 79, 91, 107 , l2l , 122

Cor

Méthyl-2, pynole
Ethyl-2, pynole
Phénol
Méthyl-I, pyridine
Méthyl-3, phénol
Méthyl-4, phénol
Ethyl4, Phénol

77, LQ:l.122
77,91, l2l, 136
77,91,l2l- 136

,107,120,135

Annexe 3&
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CHEVEU B

PYROLYSE PAR FILAMENT GC/IVTS

Agrandissement de la zone de 0 à I4 minutes du pyrogramme

Pic R Masses Molécules proposées Corrélation

A 1.6-1.7 34,M,60 H2S, CO2 et CSO CYs

B 1.8-2.0 42,43
C 2.1-2.2 43,76 CSz CYs

D 3.A4.2 4l , 68, 69 Isoxazole (C3H3NO) Cys, Arg' Lys

E 3.5-3.6 39,41,43,55 ? Propionitrile (C3H5N) ?

F 4.1-4.2 4I,67 lH Pynole (C+H7N) Glu

G 4.64.7 65,9l,92 Toluène (CzHs) Phé

H 5.4-5.6 66,93 Pyridine,2 méthyle (ColIzN) Cys

I 5.8-5.9 53, 80, 81 lH Pyrrole, 3 méthyle (CsHzN) Ser

J 6.1-6.2 44,73,80, 8l lH Pynole,2 méthyle (CsHzN)

K 6.4-6.5 57,92,93 Pyridine,3 méthyle (CeFIrN) Mét

L 6.7-6.8 91, 106 Ethyle benzène (CaHro) Phé

M 7.4-7.5 77,78,103, 104 Styrène (CsHs) Phé

N 7.9-8.0 80,94,95 Pyridine, 3 éthyle (C6FIù{)

O 8.1-S.2 94,95,125 ? lH Pynole,2,4 diméthyle (CeFIsN) ?

P 9.6-9.7 65,66,94 Phénol (CeHo)

a ll.6-11.7 85, lll ? cyclopropanedicarboximide (csH?N) ?

R 12.2-12.4 77,'19,107, 108 Crésol (CzHsO) Tyr

S 12.6-12.7 gg,122 2,5 Pynolidinedione (C4H5NO2) Asp

T 13.3-13.4 90, I I 6,117 Benzéneacétonitrile (CsHrN) Phé

u 13.5-13.6 97,109
v 13.7-13.8 6s.92.120

Annexe 39
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CHEVEU B

PYROLYSE PAR FILAMENT GCA{S

Agrandissement de la zone de I4 à 28 minutes du pyrogramme

i  .  ûûE+5

Ë.  t?6E+4

Ê.  tû t+4

4.0 tE+4

?.0 tE+4

A

BC D E

I  g al l
Temps de

s Molécules proposées Corrélation

A 14.0-14.0 55,79, l2 l
B l4.l-14.3 54,70,91,125
c 14.6-14.8 77,81,107,122
D 15.8-15.9 91,120
E 16.2-16.3 68,85, 12l,136
F 17.2-17.3 98, 109
G t7.5-17.6 89,90, l r7
H 19.7-19.9 77,103,130, 131

r 20.9-20.9 68,69,100, 112,140

Phénol,4-éthyle (C8H1O) TYr

Phénol,4-éthyléne (C3I{3O) TYr

lH Indole (C3H?N) Phé, Try

lH Indole, 3-méthyle (CsHeN) Try

2[lmidazole,2thione, 1,3 hYdro ?
2,5 Dicétopyrazine,3-isobutYl Leu

2,4 lmidazolidinedione (CrFI+NzOz) ?

J  21 .8 55,69,98,124,166
K 22.2-22.2 56,70,98, l1l,l54
L 23.1-23.3 57,100
M 23.7-23.8 55,69,121,161,202
N 24.4-24.5 70,125, l5t,194
o 24.9-25.0 43,71,130,159,243
P 25.4-25.4 57,84, ll4,165

a 25.9-26.0 41,70,97,125,140, 168
R 26.5-26.6 70,93,98,125,168, 186
s 26.8-26.9 55,83, ll l,!54,192,228
T 27.0-27.1 53,70, l l l ,182 1 Phényléthynylcyclohexène (C r4Hr4)?

u 27.2-27.3 57,7r, 123,

Annexe 40
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CHEVEU B

PYROLYSE PAR FILAMENT GCA4S

Agrandissement de la zone de 28 à 42 minutes du pyrogramme

I  .0ûE15

,9  .  tûE+4

Ê.6t?E+4

4 .  13ût+4

?.  BUE+a

tr -t

_1 r:

I

j r {  j  Ë

de rétention

ITM
"un..T" "rrnn,.n^Jt'',-",^,..,,r.\ri."q."+*,,,,r*,r*.,.-,,..,.l',,.,,,.- ..4i6..,É't

Pic Molécules proposées Corrélation

A 28.0-28.r
B 28.2-28.3
c 28.6-28.8
D 29.2-29.3
E 29.4-29.4
F 29.8-29.9
G 29.9-30.0
H 30.2-30.4
I 30.4-30.5
J 3 r .6-31.7
K 32.7-32.8
L 34.9-3s.0
M 39.8-40.0

60,73, 129, 152, 185 Acide myristique (Cr+HzeOz)
70,72,98,125, 154
70,100,125,154
41,70,124,180
84,94,129, r59,190
60,73,129,154,242
43, 70, l ll, 154, 193, 243
41,70,I54,194 Cycloproproline (Cr0Hr2N2O2)
'10,91,125,154,170

60, 73, I29, l7l, 2I3, 256 Acide hexadécanoique (C16FI32O2)
57,102, r37,196,256
70, 96, r52, 157, 208, 225
41,69,80,137,149

Annexe 4l



CORRESPONDANCES DES TEMPS DE RETENTION ENTRE
PyGCÆID et PyGC/MS DES ACIDES AMINES

24,û

22,æ

20,m

? 18.00

16,00

I4,m

l2,m

t0.m

400.00

300.m

? zoo.m

r00,00

0.m

;

50,00

,10,00

? 3o.oo

20,00

10,00

Phénvlalanine

0.m

CGÆID CGlSM Molecule possible

Glv K
M
X
a
I ,
12

p
r
s
z
E
F

N
P

7.6
8.2
t2.4
1 3 . 9
18.4
18.6
19.0
19.4
20.3
20.7
22.0
25.0
28.6
28.8
31.4
36.2
37.6

3.6
4.0
7 .1
8.2
I 1 . 4
I 1 . 6
12.1
12.4
13.6
t3.7
14.9
17.4
2 t . 8
22.0
24.5
30.4
32.3

AA - COz
? Pyrrole ?

Styrène

Dicetopyrazine

Phase ?

Phé N
U
x

m
p

8.5
r t .7
12.6
1 6 . 8
19.0
20.5
23.5
30.5

4.4
6.5
7 . 1
10.2
t2.6
l 3 . l
15.6
22.8

Toluène
Ethylbenzéne

Styrène
Benzène, méthanamine
Benzène, éthanamine
Benzène, aétonitrile
Benzène, propanitrile
Diphényl l,l'étlane

Tyr X
d
h
k
p
r
t
F

t2.6
15.4
t7.6
18.4
20.4
2l.0
22.5
28.7
28.9

7.2
9.8
I  1 . 8
12.2
13.7
t4.6
16.0
2 t . 0
2 t . 8

Styrène
Phénol

Phénol,4-méthyl

Phénol, a-éthyl
Phénol, 4-éthylène

Phénol, 4-éthanamine

Arg A
I

M
f
12

3.2
6.5
8.2
8.4
t6.4
18.5
26.0
28.0
32.4

1 . 6
3 . 1
3.7
4.0
10.0
t2.8
21.8
24.5
29.9

Coz
Isoxazole

Pyridine

Minutcs
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CORRESPONDANCES DES TEMPS DE RETENTION ENTRB
PyGC/FID et PyGC/lvIS DES ACIDES AMINES

CGÆID CG/SM Molecule possible

Lys I
R
Z

l r
*5
*6

6.4
10.4
1 3 . 5
t5.7
18.4
23.7
28.0
3r.4
35.4
36.6
38.7

3.4
5 .8
7.6
10.4
I  1 . 3
1 5 . 8
19.5
22.8
27.0
27.6
3t.4

Ac.
Asp

J
S

f
p
s

6.9
10.8
t5.7
t6.2
20.6
21.2
3 1 . 3
J Z - )

3.8
5 .7
9.6
10.2
t3.7
t4.2
23.9
24.8

Acide propénoîque

lH pynole 2,5 dione
lH pyrrole 2,5 dione

Phtalates

Ac.

Glu

M

f

12

l3

m

8.2
16.4
16.8
l8 .s
18.6
t9.4

4 .0
10.0
10.5
I  1 . 5
I 1 . 9
t2.2

lH pyrrole

2 pynolidinone
2-Plrrimidinamine

Sér c

H
L
M
X
Y
k

4.5
5.3
6.2
7.7
8.4
t2 .6
13.4
18.3
2 t . 3
23.1
23.7
26.8
27.1
27.2
28.5
32.2
33.2
35.4
36.1

2.0
2.2
3 .2
3 .7
4 . 1
6.0
7 . 1
10.5
12.3
13.6
14.0
t5.7
16.0
r6.2
18.2
20.3
2t.8
23.9
24.5

AA - H2NOH
cr lactame

Styrène

22.m

20,00

t8,m

16,00

l4,m

12,00

10.00

50,æ

40.m

Minu6

Minutes
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CORRESPONDANCES DES TEMPS DE RETENTION ENTRE
PyGC/FID et PyGC/lvIS DES ACIDES AMINBS

CGÆID CG/SM Molécule possible

Mét A
A'
B '
I
P
V
c

c
o
w

3.3
3 .6
4.2
7.3
10.0
[ . 7
15.0
17.4
20.1
23.

1 . 8
1 . 9
2 .3
3 .5
5.0
6.2
8.7
t l .2
t3.7
l 6 . l

Coz
HSCH3

cH3cH2scH3
Propène, 3-méthylthio
Thiophène, tétrahydro

Pyridine, 3-methyl
Propanamine, 3-méthylyhio

cr lactame, éthyl-2-méthylthio
Buténal, 3-méthylthio

RCHNHCH2R
cys c

P

a
V

a

4.5
6 . 1
9.8
10. r
n.7
12.2
t2 .4
1 3 . 8
t6.4
16.6
t 7 . l
t8.2
19.0
19.7
25.5
29.5

2 . 1
2 .8
4.9
5 . 1
6 . 1
6.5
6.6
7.6
t0.2
10.4
10.8
I 1 . 8
t2 .4
1 3 . 5
20.5
25.4

CSz
Thiophène

a lactame CS
Pyridine, 2-méthyl

cr lactame CHS

ct lactame CH2SH
2, 5 Dcétopip éraz)ne, 3 -méthyl

cH2cHSSCH2CHNH
?
?

Phtalates

Try z

D

G
+3

24.8
27.3
29.3
29.6
3 1 . 4
39.5

17.4
19.6
21.6
2 1 . 8
23.3
30.8

Indole
lndole,3-méthyl
Indole, 3-éthyl

Quinoline, 4-méthyl
Indole, 3-éthylène

Phtalates

Pro I
M
N
X

k

R

6.5
8.0
8.5
12.3
26.5
32.0
33.0
34.0
39.7

3 . 1
4 . 1
4 .5
7 . 1
t 7 . l
22.4
22.7
23.9
29.8

Pynolidine

Styrène

Cycloproproline

200,m.

150,æ

100,00

50,æ

o,00
I

40.m

35,00

30,00

25,æ

æ,00

15,00

r0,00

B'

MiruB
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Chromatogramme redessiné pour la gamme de masses mlz = 33 à39
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Chromatogramme redessiné pour la gamme de masses mlz = 100 à 120
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Chromatograrnme redessiné pour la gamme de masses mlz = 70 à 80

S c a n  1 . 3 9 9  m i n .  o f  V l 5 : C P R l 7 l 2 . D
U

? t \qsa
d

:  saqa
f€ â

' C E

L

( 5 4  -

t \

Annexe 45



I o n  r a r r g e  9 t . û E  t o  l 0 û . 0 t 2  a m u .  f r o m  V l 5 : l P F l 7 l 2 . t l

u

a

==
f

I
CE

6  ûuE

4  8ûO

? a T q

6
t q  1 5

T i m e  ( r n i n . i

Chromatogramme redessiné pour la gamme de masses mlz = 90 à 100
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Chromatogramme redessiné pour la gamme de masses mlz - 153 à 155
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Spectres d'absorption U.V. des poudres d'acides aminés
pressées en pastilles
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Spectres d'absorption U.V. des poudres d'acides aminés
pressées en pastilles
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Spectres d'absorption U.V. des poudres d'acides aminés
pressées en Pastilles
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