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Spectrométrie de masse et techniques couplées

PAC: Plateforme d’Analyse et de Caractérisation du Pôle chimie Balard

➔ 11 services : RMN, MS, RX, IR/RAMAN, microscopies, magnétisme, …

➔ Mutualisation des ressources et équipements analytiques (lourds et mi-lourds) 

de services communs de recherche de l’UM et plateaux techniques des instituts du Pôle 

Balard

UM: site Triolet, site Pharmacie, ENSCM ➔ Bâtiment Recherche Chimie, Campus CNRS

UAR PAC Chimie Balard Montpellier
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• Objectifs :
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Diversity sample test mix
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Quelles infos ???

Quelles analyses ???
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Electronic 

Impact
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• Une technique ancienne…

• Mais très dynamique

Article citant « mass spectrometry »

2001 : 6200 / 2011 : 16500 / 2021 : 28700
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• 1897 Sir J.J. Thomson (Laboratory of Cambridge) découvre l'électron et 
détermine son rapport m/z (Prix Nobel de physique)

• 1912 : spectres de masse de O2, N2, CO, CO2, COCl2 (JJ. Thomson)

• 1930 : Application de la MS à la chimie organique (R. Conrad)

• ….
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Le saviez-vous ?

La spectrométrie de masse est aussi utilisée pour :

 Localiser un gisement en analysant les hydrocarbures dans les roches

 Détecter et identifier l’usage de stéroïdes chez les athlètes

 Etudier la composition de molécules trouvées dans l’espace (GCMS sur 
Mars)

 Détecter la présence de contaminants (pesticides/polluants) dans les 
aliments 

 Etudier des mutations génétiques / Découvrir de nouveaux marqueurs 
pathologiques

 Analyser et dater des pièces archéologiques 

 Suivre les processus de fermentation …
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• Les principes de la spectrométrie de masse

– Masse moléculaire et isotopie

– L’ionisation

– La haute résolution et les analyseurs de masse

– La fragmentation (MSMS)

– Le couplage chromatographique

– La quantification

8
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• Les principes de la spectrométrie de masse

– Masse moléculaire et isotopie

– L’ionisation

– La haute résolution et les analyseurs de masse

– La fragmentation (MSMS)

– Le couplage chromatographique

– La quantification
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Principe 1 : Masse moléculaire et 
isotopie
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• Définition :

La spectrométrie de masse permet de mesurer 
le rapport masse sur charge d’un ion en phase 
en gazeuse (masse moléculaire)

• Comment passer du rapport m/z à la masse 
molaire voire à des infos structurales ?
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• Masse molaire vs masse moléculaire

– Masse moléculaire : masse d’une molécule unique 
obtenue en faisant la somme des masses des 
éléments la composant (composition isotopique)

– Masse molaire : masse d’une mole 6,022 140 76 × 
10²³ de molécules (moyenne des compositions 
isotopiques)

12
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Unité de mesure:

La masse moléculaire est exprimé en unité de masse atomique unifiée (uma 

ou amu) ou Dalton (Da)  = 1/12 de la masse d’un atome de carbone 12 

soit 1,66 x 10-27 kg
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• Exemple H2O

• Masse molaire : 18,01528 g/mol

• Masse d’une molécule 1H2
16O : 18,01056 Da

• Et pour l’insuline ?

• Masse molaire : 5807.57 g/mol

• Masse moléculaire pour 1H,16O,12C,14N,32S : 
5803.63 Da

14
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• Back to basics

15

X
A

Z

A : Nombre de masse, somme 

des protons et des neutrons

Z : Numéro atomique, nombre 

de proton dans le noyau : 

défini l’élément
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Elément
Masse 
atomique

Nucléide
Masse 
Exacte

Abondance 
relative  %

H 1,00797
1H
D

1,00783
2,01410

99,985
0,0151

C 12,01115
12C
13C

12,00000
13,00336

98,90
1,10

N 14,0067
14N
15N

14,0031
15,0001

99,63
0,37

O 15,9994

16O
17O
18O

15,9949
16,9991
17,9992

99,76
0,04
0,20

P 30,974 31P 30,974 100

Isotopes : Un élément est souvent constitué de plusieurs isotopes présents 

dans diverses proportions nommées abondance.

Une molécule => plusieurs isotopologues
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• Ce que l’on observe : massif isotopique
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Quelle masse mesure-t-on?

✓Masse chimique ou moyenne:
C’est le barycentre (centroïde) des masses 
des pics constituant le profil isotopique, 
c’est-à-dire la masse qui prend en compte la 
masse des éléments donnée par le tableau 
périodique (C = 12,011; …).

✓Masse monoisotopique:
C’est la masse du premier pic du profil 
isotopique, c’est-à-dire celle qui ne prend 
en compte que les masses des isotopes les 
plus stables (H1, C12, O16, S32, N14, …).

m/z

Masse Moyenne

m/z

Masse monoisotopique
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❑ Massif isotopique de type A (F, P, I, … ) 

❑ Massif isotopique de type A+1 (C, N, H, …)

❑ Massif isotopique de type A+2 (O, S, Cl, Br, …)

❑ Massif isotopique complexe A+n (Zn, Se, Pt, … )

Le massif isotopique des éléments
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Massif isotopique de type A
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Δ= 0,99704

Cas du carbone C+ Cas de 

l’a ote N+

Δ = 1,00335

15

N

Massif isotopique de type A+1
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Massif isotopique de type A+2
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Cas du carbone O+ Cas du souffre S+

Δ = 2,00425

Δ = 1,00422 

17O 18O

Δ = 1,9958

Δ = 0,99939

33S
34S
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Plusieurs éléments différents

CH4   M/z = 17 

13CH4   M/z = 18

CH3D   M/z = 18

13CH3D   M/z = 19

1,1 %

100 %

13CH4

CH3D

CH4

1,1% x 0,01%
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Cas des isotopes de faible abondance:

C100H202       m/z = 1404,5

13CC99H202 ;  C100H201D     m/z = 1405,5

13C2C98H202 ; 
13C1C98H201D ;C100H200 D2    m/z = 1406,5

13C3C97H202 ; 
13C2C98H201D ; 

13CC99H200D2 ; C100H200 D3  m/z = 1407,5

100 %

90,5 %

54,7 %

19,7 %

Massif isotopique
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Cas des isotopes abondants (Cl et Br) : exemple 1

Brome a deux isotopes  79Br (50,69 % ) et 81Br (49,31 %)

100 %

1,08 %

97,3 %

1,05 %

CH3Br  Mmonoisotopique = 93,9 g/mol Mmoyenne = 94,9 g/mol

P

P+1

P+2

P+3
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Cas des isotopes abondants: exemple 2

Brome a deux isotopes  79Br (100 % ) et 81Br (97,3 %)

CBr4 Mmonoisotopique = 327,7 g/mol Mmoyenne = 331,6 g/mol

17,6 %

0,19 %

68,5 %

0,7 %

100 %

1,08 %

64,8 %

0,7 %
15,7 %

0,17 %

P+4
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Principe 2 : L’ionisation

28
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Comment peser une molécule ?

➢ Travailler avec des molécules chargées (ions)

➢ Utiliser les propriétés reliant : 

Énergie / Trajectoire / Masse

Travailler dans des champs électriques ou magnétiques

➢ Travailler en phase gazeuse où les molécules sont isolées 
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Le spectrométre de masse doit transformer des molécules dans leur 

état naturel (matière condensé) en ions à l’état gazeux et d’obtenir leur 

mase moléculaire m en mesurant leur rapport masse / charge, noté 

m/z, où z est la charge de l’ion.

Système

d'introduction

Sous vide

Source

Production d'ions

en phase gazeuse

Analyseur

Séparation des ions

en fonction du m/z

Détecteur

Comptage des ions

Enregistreur

Traitement du signal

Visualisation du spectre
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Les sources d’ionisations

31
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Deux parties essentielles : 

La source d’ion : pour volatiliser et ioniser
Ces opérations peuvent se faire simultanément ou successivement selon le 
type de source d’ions. Leur mécanisme précis est souvent mal connu.

L’analyseur : pour mesurer m/z
Il mesure les valeurs du rappor m/z

C’est une partie de l’appareil où règne un vide suffisant pour que le libre 
parcours moyen des ions soit supérieur à la distance à parcourir dans 
l’appareil pour atteindre le détecteur.  

32
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• Il existe de nombreux types de sources d’ions et chacun de ces types de 
sources repose sur un principe physique différent.

• Le principe physique qui permet de volatiliser et d’ioniser un type de 
composé est choisi par l’opérateur en fonction des caractéristiques de la 
molécule à analyser. Les étapes de volatilisation et d’ionisation se font 
successivement ou simultanément selon le type de source.

• Les critères de choix principaux sont:

– la volatilité et la stabilité thermique du composé à analyser

– sa labilité chimique

– les fonctions chimiques présentes et leur aptitude à induire une ionisation

– la taille des molécules

– les quantités de produit disponibles

– le type d’introduction souhaitée (directe ou en couplage chromatographique)
33
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Deux grandes familles : sources « dures » et sources « douces »

•  Les « ionisations dures » génèrent souvent des ions moléculaires qui se 
fragmentent beaucoup et parfois même totalement avant d’avoir eu le 
temps de sortir de la source. Leurs fragments peuvent être analysés et 
donnent des informations de structures.

•   Les « ionisations douces » génèrent des ions moléculaires qui sont 
relativement stables et qui ont des durées de vie suffisantes pour 
traverser l’analyseur, arriver jusqu’au détecteur, et donc être mesurés

34
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• Liste (non exhaustive) :

– ESI : ElectroSpray Ionization

– EI : Electronic Impact

– CI : Chemical Ionization

– APCI : Atmospheric Pressure Chemical Ionisation

– MALDI : Matrix-Assisted Laser Desorption 
Ionisation

– DESI : Desorption ElectroSpray Ionization

– ASAP : Atmospheric Solid Analysis Probe

– … 35

« Dures » 
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L'impact électronique (EI)

- un filament porté à haute T°C par passage d'un courant émet des e- qui peuvent être 
accélérés par une certaine ΔV.

- Ecin des e- influe sur le rendement d'ionisation et sur l'énergie d'excitation des ions 
formés. Rendement optimal : faisceau d'e- accéléré à 70eV   
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L’énergie des ions ionisants (70 eV) correspond à un compromis:

- E<70 eV, peu de molécules ionisées et les molécules ayant moins d’énergie 
interne se fragmentent peu : peu de sensibilité et peu d’informations 
structurales

- E>70 eV: le courant ionique atteint un seuil et beaucoup de fragmentations 
secondaires difficiles à interpréter

Malgré cela, dans les conditions classiques :

 - faisceau d'e- accéléré à 70eV produit environ 1 ion sur 1000 
molécules entrantes

37

L'impact électronique (EI)
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M+.

M-OHM-NO2

107-HO2

107-CH2=O

L'impact électronique (EI)
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Avantages : 
 - Fragmentation reproductible

 - Accès à des bases de données (NIST contient environ 347 000 composés)

 - Couplage avec la chromatographie gaz (GCMS)

Applications
 - Composés volatiles (parfums, cosmétiques, pétrole, produits naturels, 
huiles essentielles…)

- Molécules de faible poids moléculaires (<1000Da)

39

L'impact électronique (EI)
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En résumé
- Composé de faible masse et volatile

- Radicalaire M+°

- Très énergétique

- Nombreux fragments

- Ions moléculaires parfois absents

- Accès à des bases de données

40

L'impact électronique (EI)
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Débit imposé

par une pompe 

à p atm

Tube capillaire

0 volt

+ 3000 volts

…………

Emission d’un spray visible à la loupe.

Ces gouttelettes expulsées

sèchent, entament des fissions,

et génèrent des ions désolvatés 

+ 2000 volts

Effet de pointe qui entraîne 

la déformation du liquide

en gouttelettes chargées

L‘electrospray (ESI)
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+ +
+
+

++

+

+ +

++
+

+
+

Exemple du Modèle de Dole

Ions 

désolvatés

Gouttelette fille

ne contenant 

plus qu’un seul ion

+ +

Evaporation du solvant

explosions coulombiennes

Gouttelette mère

+
++

+
+

+
+

+
++

+

+
Fission 

asymétrique

Fission 

symétrique

L‘electrospray (ESI)
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• La molécule a été ionisée grâce à la perte ou au gain d’un proton. On 
observe l’ion [M + H]+ en positif ou [M - H]- en négatif.

• La masse moléculaire est déduite du rapport m/z du pic moléculaire. 
Si l’ion observé, en mode, positif a une masse de m/z = 327g/mol, la masse 
moléculaire du produit sera :
 [M + H]+ = 327   M = 327 - H = 327 -1 = 326 g/mol

• Formations possible d’adduits [M+Na]+ , [M+K]+ , [M+HCOO]- 

• Formations possible d’ions multichargés [M+nH]n+ ou [M-nH]n- 
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Avantages : 
• Fonctionne à basse T°C, à pression atmosphérique, peu de dégradation, 

peu de fragmentation

• Formation d’ion pseudo-moléculaires [M+H]+ ou [M-H]-

• Sensibles

• Formation d’ions multichargées

• Couplage Chromatographie liquide

• Large gamme de masse analysable

Applications
- Molécules polaires

- Biomolécules

- Polymères

- Solvants compatibles : Eau, Alcools, Acetonitrile 44

L‘electrospray (ESI)
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• Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization

45

MALDI
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Laser

Mélange 
matrice/échantillon

Echantillon

ionisé

Matrice

ionisé

Analyseur

MALDI
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Le MALDI est basé sur l’utilisation d’un composé (la matrice) qui absorbe à 
337 nanomètres 

L’énergie va être transféré à l’échantillon par la matrice

L’échantillon ionisé va être transféré dans l’analyseur

47

Génère des ions à une seule charge

[M+H]+, [M+Na]+, [M+K]+

[M-H]-

MALDI
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Dépôt d’un  échantillon

(1 µl)

MALDI
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Les sources

Masse

molaire

100

1000

10000

>100000

Non-polaire Polaire

EI

ESI

MALDI
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EI ESI MALDI

Energie ++++ + ++

Masse molaire max 1000 500 000 1 000 000

Polarité Positif Pos/neg Pos/neg

Type d’ions M+°

[M+H]+

[M+X]+

[M-H]-

[M+H]+

[M+X]+

[M-H]-

Ions multichargées Non
Oui

[M+xH]x+

[M-xH]x-

Non

Pression Vide PA Vide

Fragments Oui Non Non

Solvants usuels
Hexane
CHCl3
MeOH

Eau
MeOH

Acetonitrile

CHCl3
Eau

MeOH
Acetonitrile
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Principe 3 : La haute résolution et  
les analyseurs de masse

51



Spectrométrie de masse et techniques couplées

Il existe différents types d’analyseurs. Ils sont tous basés sur des principes
physiques différents, mais tous les analyseurs mesurent des valeurs m/z.

C’est une partie de l’appareil sous vide (10-5 – 10-7 Torr)

BE : Déflexion par un champ magnétique (c'est l'analyseur le plus ancien)

Q : Déflexion par un champ quadrupolaire

IT : Confinement dans un piège à ion (Ion Trap)

OT : Piège à ion orbitalaire (Orbitrap)

TOF : Mesure d’un temps de vol (Time Of Flight)

FT-ICR : Résonnance Cyclotronique d’Ions à Transformée de Fourrier

Les ions formés dans la source sont dirigés (extraction et focalisation) vers
l’analyseur par des champs électrostatiques qui peuvent être de quelques
volts (Q, IT, FT-ICR) ou de plusieurs dizaines de kilovolts (TOF, B).

52
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Les caractéristiques principales d'un analyseur sont :

• La résolution R

• La gamme m/z qu'il peut analyser

• La rapidité de balayage en m/z

• La sensibilité

Souvent, avec un même analyseur, on peut augmenter l'une de ces

caractéristiques aux dépens des autres, mais seulement dans certaines

limites.

Chaque type d'analyseur a son "point fort"
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Un paramètre important : la résolution des analyseurs

• Définition IUPAC  R= 
𝑀

Δm
M = masse de l’ion observé

Δm= largeur du signal à mis hauteur

Δm = 0,0694

Résolution 

555,26875 / 0,0694 

= 8000

La résolution
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C50H102

R = 5 000

La résolution



Spectrométrie de masse et techniques couplées

56

C50H102

R = 35 000

La résolution
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Une mesure dite « Haute Résolution » est surtout 
effectuée pour obtenir une valeur de masse 
exacte.

Attention : La résolution permet d’obtenir des 
mesures précises, mais pas nécessairement des 
mesures exactes. 

L’exactitude dépend de la calibration de l’appareil

La résolution
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Exactitude & precision

Exactitude, Pas de precision

Precision, Pas d'exactitude

Pas de precision, Pas d'exactitude

La résolution

Haute 

résolution

Basse 

résolution

Calibré Non -Calibré
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Calcul de la précision de mesure

✓ mDa: 𝑀 𝑡ℎé𝑜𝑟𝑖𝑞𝑢𝑒 − 𝑀 𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙

✓ ppm: 
(𝑀 𝑡ℎé𝑜𝑟𝑖𝑞𝑢𝑒−𝑀 𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙)

𝑀 
𝑡ℎé𝑜𝑟𝑖𝑞𝑢𝑒

 x 106

• Attention au ppm: 

o 1 ppm pour une masse de 200, correspond à 0,2 mDa

o 1 ppm pour une masse de 2000, correspond à 2 mDa

La résolution
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De la précision de mesure à la formule brute

Grace à la précision de la mesure, nous pouvons simuler l’analyse 

élémentaire de la molécule, c’est-à-dire déterminer la nature et le 

nombre d’atomes qui constituent la molécule étudiée.

C’est un traitement mathématique (algorithme de calcul), qui 

peut être renforcé par la comparaison des massifs isotopiques 

(théorique et expérimental)

La résolution
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Limitations de la mesure de masse exacte :

Pour une composition élémentaire C0-100H3-74N0-4O0-4

➢ Masse nominale de 118 Da : le plus proche voisin est à 34 ppm (soit à 0,004 

g/mol)

➢ Masse nominale de 500 Da : 5 composés pour une erreur de 3 ppm  (soit  

0,0025 g/mol)

➢ Masse nominale de 750,4 Da : 626 composés pour une erreur de 3 ppm (soit

0,0375 g/mol).  Pour avoir une seule masse, il faut une erreur de 0,018 ppm.

La résolution
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L’apport de la haute résolution

La résolution
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Exemple sur le spectre du glutathion
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Le quadripôle

Formé de quatre barres de métal parallèles entre lesquelles les ions sont
injectés avec une énergie cinétique de quelques électron volts. 
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Les ions d’une seule valeur m/z arrivent à traverser le système sans heurter les 
barres

Les ions oscillent entre les barres grâce à des tensions électriques 

oscillantes appliquées sur les barres. 

Le quadripôle
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Il s’agit d’un analyseur à balayage, chaque m/z va être scanné au cours d’un 
cycle d’acquisition

Technologie la moins coûteuse et la plus répandue

Caractéristiques principales :
Résolution : 2000

Précision de mesure : +/- 0,2Da

Vitesse d’acquisition : 10000 Da/s (10Hz pour un scan de 10 à 1000Da)

Gamme de linéarité : 5 ordres de magnitude

Gamme de masse : jusqu’à 3000 Da en routine

Bascule positif/négatif : 20ms

66

Le quadripôle
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• Mode d’acquisition

– Full Scan : balayage complet entre deux masses

– SIM : mode « filtre » le quad est fixé sur une seule 
masse -> augmente la sensibilité

67

Le quadripôle
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• Mode d’acquisition

– Full Scan : balayage complet entre deux masses

– SIM : Un seul ion est accumulé dans la trappe -> 
gain de sensibilité

– MSn: MSMS itérative -> étude structurale

68

Ion Trap



Spectrométrie de masse et techniques couplées

Séparation des ions en fonction de leur vitesse lorsqu’ils se déplacent dans 
une zone libre de champs (tube de vol)

Temps de vol (TOF)

Les ions arrivent avec leur Ec (mv2/2) dans une zone libre de champs
    

➢ Les plus  légers sont plus rapides             1er détectés

➢Les plus lourds sont plus lents                 derniers détectés
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Mode linéaire

Région

d’ionisation

+
 4

2
0
0
 V

+
 3

7
0
0
 V

0
 V

+ 100 V

- 100 V

➢ Calcul du rapport m/z en fonction du temps que met l’ion à parcourir le 
tube de vol

➢ Vitesse d’analyse extrêmement rapide

➢ Limite de masse > 1 000 000

➢ Inconvénient : Effet dispersif de l’Ec, baisse de la résolution (5000)

Temps de vol (TOF)
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Mode réflectron

Détecteur

Région

d’ionisation

+
 4

2
0
0
 V

+
 3

7
0

0
 V

0
 V

Réflectron

+ 100 V

- 100 V

➢  Correction de l’effet dispersif de l’Ec (mode linéaire)

Focalisation temporelle au niveau du détecteur

➢  Vitesse d’analyse extrêmement rapide

➢  Limite de masse : 10 000

Temps de vol (TOF)
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Il s’agit d’un analyseur continu, tous les m/z vont être analysé à chaque scan

Donne accès à des analyses haute résolution

Caractéristiques principales :
Résolution : jusqu’à 80000 (indépendant de la vitesse d’acquisition)

Précision de mesure : 1-3ppm

Vitesse d’acquisition : 50Hz (indépendant de la gamme de masse)

Gamme de linéarité : 3-4 ordres de magnitude

Gamme de masse : 1 000 000 Da

Bascule positif/négatif : 30s

72

Temps de vol (TOF)
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• Mode d’acquisition

– Full Scan : balayage complet entre deux masses

– Linéaire ou réflectron (compromis gamme de 
masse/résolution)

73

Temps de vol (TOF)
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Piégeage des ions par un champ 
électrostatique. Ces ions possèdent 
une fréquence d'oscillation axiale 
variable en fonction de leur ratio 

masse sur charge, ce qui permet de 
les séparer. L'Orbitrap est 

composée d'une électrode centrale 
ainsi qu'une électrode externe en 

forme de cylindre. L'électrode 
centrale coaxiale à l'axe interne 

piège les ions dans un mouvement 
orbitale. Un spectre de masse peut 
être généré à partir du détecteur 
qui convertit l'image du courant 

induit des ions piégés en spectre de 
fréquence en utilisant la 
transformée de Fourier.

Orbitrap
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Il s’agit d’un analyseur à balayage, chaque m/z va être scanné au cours d’un 
cycle d’acquisition

Technologie exclusive à Thermo Scientific (1ere commercialisation 2005), 
dénommé « ultra haute résolution »

Caractéristiques principales :
Résolution : 500 000

Précision de mesure : 0.5-1ppm

Vitesse d’acquisition : 20Hz

Gamme de linéarité : non spécifié

Gamme de masse : jusqu’à 6000 Da

Bascule positif/négatif : 1s

75

Orbitrap
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• Mode d’acquisition

– Full Scan : balayage complet entre deux masses

76

Orbitrap
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Quad IT TOF Orbitrap FT-ICR

Résolution 2 000 5 000 80 000 500 000 10 000 000

Précision de 
mesure 

(m/z=400)

0,2Da 
(500ppm)

0,15Da 
(375ppm)

3ppm 1ppm 0,25ppm

Vitesse 
d’acquisition

(0-1000)
10Hz 50Hz 50Hz 20Hz 4Hz

Limite m/z 3 000 Da 3 000 Da
1 000 000 Da 

(20 000 en 
réflectron)

6 000 Da 10 000 Da

Pos/neg Oui Oui Non Limité Oui

Linéarité 
(ordre de 
grandeur)

5 4 à 5 3 à 4 nc nc

Prix € € €€€ €€€€ €€€€€€€€

Résumé analyseur
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• Quasiment toutes les combinaisons sources-
analyseurs sont possibles

78

EI

APCI

MALDI/LD

ESI

Q

TOF

IT/OT

FT-ICR
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Principe 4 : La spectrométrie de 
masse à plusieurs dimensions 

MSMS

MSn

79
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A quoi sert la MSMS?

Technique d’activation ci lé d’une molécule afin de la fragmenter en plus 

petites ‘ riques’

Utile avec les techniques d’ionisations douces

❑ Comparaison avec des bases de données

❑ Etude structurale (découverte de molécules inconnus)

❑ Confirmation de structure

❑ Quantification

MSMS
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Rôle du premier analyseur : sélectionne les ions avec un certain m/z (ion 
parent)

Purification d’un ion présent dans un mélange complexe

Rôle de la chambre de collision : cellule dans laquelle l’ion parent va être 
fragmenté pour donner les ions fils

Exemple : Présence d’un gaz qui va induire par collision des fragmentations

 

Rôle du deuxième analyseur : mesure les m/z des fragments

Répétition de l’opération : MS-MS-MS ou MS3 etc….

81

MSMS
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• La cellule de collision

– Permet l’activation des ions pour induire la 
rupture de liaison covalente au sein de l’ion 
sélectionné

– Nombreuses techniques disponibles :

• CID : Collision Induced Dissociation

• HCD : Higher-energy collisional dissociation

• ETD : Electron-transfer dissociation

• ECD : Electron-capture dissociation

• IRMPD : InfraRed Multiphoton dissociation

• … 82
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Exemple : Spectre MS du vérapamil (médicament antiarythmique)

MSMS
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Spectre MSMS

Ions fragments

Ion moléculaire

MSMS
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Energie théorique des liaisons atomiques

MSMS
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Fragments théoriques obtenus pour le vérapamil

MSMS

A B
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MSMS
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Principe 5 : Le couplage MS avec la 
chromatographie

89
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Malgré la puissance analytique de la MS, cette technique 
présente de fortes limitations dans l’étude de mélange très 
complexe (produits naturels, matrices complexes…) :

➢  Perte de signal due au trop grand nombre de composés à 
analyser

➢  Perte de sensibilité

➢  Perte de résolution

90

« Simplifier » les mélanges complexes

Permettre leur passage en MS de façon optimal
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Intérêt du couplage Chromato/MS 

➢ Séparation d’un mélange afin d’obtenir une identification de tous les constituants

➢ Avoir la sensibilité la plus élevée possible

➢ Etre universel, c’est-à-dire détecter toutes les substances éluées

➢ Fournir le plus d’info structurales possible

➢ Etre sélectif (identification d’un constituant ciblé)

➢ Permettre des analyses quantitatives
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• Les couplages « traditionnels »

– LC-MS

– GC-MS

• Les « nouveaux » couplages :

– TLC-MALDI

– TLC-ESI

92
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La LCMS
(LC / HPLC / UPLC / UHPLC)

93
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RP-LC : une histoire d’affinité

Phase stationnaire : silice greffée qui va retenir les composés

Phase mobile : solvant(s) qui entraine les composés à travers la phase stationnaire

Objectif : chaque composé est son propre temps de rétention (RT min)
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Avantages  

➢ Séparation des différents composés d’un mélange 
avant leur détection/analyse

➢ Compatible avec de nombreux détecteurs : UV / CAD / 
RI / ELSD….

➢ Etude de composés non-volatiles

➢ Compatibilité avec les sources ESI et APCI

➢ Choix primordial de la nature de phase mobile 
(compatibilité avec l’analyseur)

➢ Elimination des solvants, compatibilité avec les débits
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Accès à une dimension supplémentaire 
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Une analyse : plusieurs chromatogrammes

Chromatogramme UV

TIC MS
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09-Nov-2021SYNAPT G2-S#NotSet MS-IT R12 091268-2A 10j/60C Vin

m/z
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000

%

0

100

PT11-2021-18_31A 198 (0.793) Cm (1:3950) TOF MS ES+ 
1.50e7934.8574

381.0227

302.9774

223.0436

153.0540

193.0400

357.0461 443.0306

494.9337
617.9997

558.0255

764.4048

655.0125

863.2253

798.0263
895.0124 962.8787

Spectre de masse d’un échantillon complexe : du Champagne
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09-Nov-2021MS-IT R12 091268-2A 10j/60C VinSYNAPT G2-S#NotSet

Time
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00

%

0

PT11-2021-18_31A Sm (SG, 3x1) TOF MS ES+ 
BPI

4.80e5
1.15

11.27

10.88

7.02

3.38

3.06

2.22

4.39
6.29

5.59

4.70

5.10

6.63

8.02

9.01

8.42

9.45

14.19
13.89

12.44

11.87
12.83

13.48

15.48

14.60

Le même échantillon analysé en LCMS

Chromatogramme MS (1ere dimension de séparation)
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09-Nov-2021MS-IT R12 091268-2A 10j/60C VinSYNAPT G2-S#NotSet

Time
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00

%

0

PT11-2021-18_31A Sm (SG, 3x1) TOF MS ES+ 
BPI

4.80e5
1.15

11.27

10.88

7.02

3.38

3.06

2.22

4.39
6.29

5.59

4.70

5.10

6.63

8.02

9.01

8.42

9.45

14.19
13.89

12.44

11.87
12.83

13.48

15.48

14.60

On peut « extraire » le spectre de masse de chacun des pics chromatographiques
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Spectre MS à différents RT (2eme dimension de séparation)

09-Nov-2021SYNAPT G2-S#NotSet MS-IT R12 091268-2A 10j/60C Vin

m/z
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000

%

0

100

m/z
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000

%

0

100

m/z
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000

%

0

100

PT11-2021-18_31A 3265 (12.810) TOF MS ES+ 
3.46e4634.1827

279.0639203.0395 589.1669417.2194336.5875 531.2558
679.2337

765.3279811.3495 879.2167 943.3854

PT11-2021-18_31A 2049 (8.046) TOF MS ES+ 
2.29e5302.9771

273.0466153.0120 217.1026 489.1422332.9804 433.0913 657.7951548.2067 959.7075715.2427 895.6864789.1118

PT11-2021-18_31A 1783 (7.005) TOF MS ES+ 
2.90e5223.0436

196.0382137.0625 332.0694281.0758 442.0535 788.2361693.1240515.0992 578.1456 850.1261 923.0434 977.2194
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Choix de la phase mobile : 

Problèmes de compatibilité des éluants HPLC avec la MS (source ESI)

➢  Besoin d ’adapter les méthodes de LC pour la LC-MS

➢ Les phases éluantes doivent être relativement volatiles et exemptes 

de sels ou d ’électrolytes en proportions trop importantes

Il est important d’adapter les conditions d’ionisations/volatilisation à la 

phase mobile (débit/composition) :

 - Température, débit et pression de gaz
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Choix de la phase mobile : 

Comparons une analyse avec éluant non volatil et éluant volatil

N

N
N

N

O

O CH3

CH3

H3C
N

N N

NH3C

O

O

CH3

H

HN

N N

N

O

O

CH3

CH3

Theophylline (TP)

M.W=180.17

pKa <1, 8.6

Theobromine (TB)

M.W=180.17

pKa <1, 10.0

Caffeine (CF)

M.W=194.19

pKa = 14
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LC conditions
Column:   ZORBAX Eclipse XDB-C18

2.1 x 150 mm, 5μm
Mobile Phase:  1) 5mM AcONH4 (pH 

4.6)/MeOH=80:20
2) 5mM KH2PO4 (pH 2.5)/MeOH=80:20

Flow rate:  0.2mL/min
Temp:         40ºC                                                
Inj.volume: 5μL

MS conditions
Ionization: ESI

Mode: Positive
Mass range: m/z 100~200

Capillary volt.: 3.5kV                                           
Fragmentor volt：100V

Drying gas: N2 (12.0L/min，350℃)
Nebulizer gas: N2 (50psi)

1) 5mM AcONH4 (pH 4.6)

2) 5mM KH2PO4 (pH 2.5)

TB

TP

CF

TB TP
CF

2 4 6 8 min

0

10000

20000

30000

40000

10000

20000

30000

40000

Abundance

(10 ppm injection:scan mode TIC)

Éluant volatil

Eluant non volatil
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Choix de la phase stationnaire

Chromatographie de phase inverse : phase stationnaire apolaire

C18 : la plus répandue -> interaction hydrophobe

En mode gradient on 
démarre avec une phase 

mobile polaire puis on 
augmente l’apolarité de 

cette phase mobile. 

Les composés les plus 
polaires auront des RT plus 

courts
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Choix de la phase stationnaire

En cas de mauvaises séparations : deux leviers

 Phase mobile : beaucoup de possibilités mais contrainte de la MS, 
    chronophage 

 Phase stationnaire : Screening de chimie différente

       C8, C4

       NH2

       HILIC

       Biphényl, Phenyl-Hexyl

       Perfluorophényl PFP

       …
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La GCMS

107
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Le Couplage GC/MS 

➢ Etude de composés volatiles (molécules de petite taille)

➢ Compatibilité avec les sources EI et CI (débit 1 à 2 mL/min)

➢ Compatible uniquement avec des colonnes capillaires (compatible avec le débit)

➢ gaz vecteur utilisé : hélium, azote, hydrogène

Assez simple à mettre en place car les ions arrivent 

dans la source à l’état ga eux
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Chromatogramme 
GCMS de l’huile 
essentielle de 

menthe

Le spectre MS de 
chaque pic 

chromatographique 
est comparé à une 

base donnée

Identification des 
composants du 

mélange
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La séparation en GCMS

➢La phase mobile est défini par l’appareillage – modification fastidieuse

➢Optimisation du gradient de séparation : gradient de température

➢Choix de la phase stationnaire : moins de choix qu’en LC

Type 5, Type 1, WAX : modification de la polarité de la colonne

➢ Important : utiliser des colonnes avec la mention MS : bruit de fond moins 
important (ex DB-5ms)
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Principe 6 : La quantification par 
MS

111
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La quantification par MS

112



Spectrométrie de masse et techniques couplées

La quantification par MS

➢Utiliser la sensibilité et la spécificité de la LC/GC-MS pour doser des composés 
présents dans des mélanges complexes, exemples :

➢ Recherche de biomarqueurs dans des échantillons biologiques

➢ Pharmacocinétique de composés actifs

➢ Recherche de produits illégaux/toxiques

➢ Pesticides dans les produits agroalimentaires

➢ Qualité de l’eau/des sols

➢Analyse ciblé : on sait ce que l’on cherche

➢Contraintes : rendement d’ionisation composé-dépendant

➢ Calibration systématiques
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La quantification par MS

➢Détermination de la réponse d’un composé à l’analyse MS à plusieurs 
concentrations -> droite de calibration

➢Nécessite de posséder le standard analytique correspondant

➢Analyse des inconnus dans les mêmes conditions
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La quantification par MS

➢L’outil de choix : le triple quad (couplage LC ou GC)

➢Le mode d’acquisition : MRM Multiple Reaction Monitoring

➢Transition : un ion parent donne un ion fils
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Full scan 

chromatogram
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La quantification par MS

➢La MRM va permettre une spécificité maximum, chaque composé étant défini 
par plusieurs paramètres : RT, m/z de l’ion parent, m/z des ions fils, ratio entre les 
ions fils
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La vitesse d’acquisition
➢Lors du dosage de plusieurs composés, l’appareil réalise un cycle entre les 
différentes transitions (event)
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L‘énergie de collision
➢Pour chaque transition observe il est important d’optimiser l’énergie de collision 
(CE) pour obtenir l’intensité de signal maximum
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La quantification par MS

➢Une fois tous ces paramètres optimisés, il faut déterminer pour 
chaque composé :

➢ Limite de détection

➢ Limite de quantification

➢Gamme de linéarité
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La limite de détection LOD

➢IUPAC : La limite de détection d'une méthode est la plus basse 
concentration pour un composé, analysé dans une matrice réelle, 
qui produit un signal détectable avec une incertitude acceptable.

➢Pour la déterminer, plusieurs approches selon la norme utilisé 
(FDA, IUPAC, Eurachem, NordVal…)

➢Méthode la plus simple : approche graphique

S/N > 3
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Le rapport signal sur bruit
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Le rapport signal sur bruit

Zone de RT du bruit

Intensité du bruit

Intensité signal
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La limite de quantification LOQ

➢ La limite de quantification d’un composé est la concentration la 
plus basse mesuré avec une répétabilité acceptable.

➢Approche graphique : plus rapide mais moins précise

S/N > 10

➢ Mesure du coefficient de variation (CV%, RSD)
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Coefficient de variation

Inférieur à 15 ou 20% selon les normes
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La gamme de linéarité

➢ La gamme de concentration pour laquelle on peut déterminer une 
realtion linéaire entre l’aire et la concentration

R2 > 0,99..
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LOD, LOQ et linéarité

0 LOD LOQ
Concentration 

limite de linéarité

Non 

détectable

Détecté mais 

non 

quantifiable

Zone de 

quantification 

fiable


	Diapositive 1 Spectrométrie de masse et techniques couplées
	Diapositive 2
	Diapositive 3
	Diapositive 4
	Diapositive 5
	Diapositive 6
	Diapositive 7
	Diapositive 8
	Diapositive 9
	Diapositive 10
	Diapositive 11
	Diapositive 12
	Diapositive 13
	Diapositive 14
	Diapositive 15
	Diapositive 16
	Diapositive 17
	Diapositive 18
	Diapositive 19
	Diapositive 20
	Diapositive 21
	Diapositive 22
	Diapositive 23
	Diapositive 24
	Diapositive 25
	Diapositive 26
	Diapositive 27
	Diapositive 28
	Diapositive 29
	Diapositive 30
	Diapositive 31
	Diapositive 32
	Diapositive 33
	Diapositive 34
	Diapositive 35
	Diapositive 36
	Diapositive 37
	Diapositive 38
	Diapositive 39
	Diapositive 40
	Diapositive 41
	Diapositive 42
	Diapositive 43
	Diapositive 44
	Diapositive 45
	Diapositive 46
	Diapositive 47
	Diapositive 48
	Diapositive 49
	Diapositive 50
	Diapositive 51
	Diapositive 52
	Diapositive 53
	Diapositive 54
	Diapositive 55
	Diapositive 56
	Diapositive 57
	Diapositive 58
	Diapositive 59
	Diapositive 60
	Diapositive 61
	Diapositive 62
	Diapositive 63
	Diapositive 64
	Diapositive 65
	Diapositive 66
	Diapositive 67
	Diapositive 68
	Diapositive 69
	Diapositive 70
	Diapositive 71
	Diapositive 72
	Diapositive 73
	Diapositive 74
	Diapositive 75
	Diapositive 76
	Diapositive 77
	Diapositive 78
	Diapositive 79
	Diapositive 80
	Diapositive 81
	Diapositive 82
	Diapositive 83
	Diapositive 84
	Diapositive 85
	Diapositive 86
	Diapositive 87
	Diapositive 88
	Diapositive 89
	Diapositive 90
	Diapositive 91
	Diapositive 92
	Diapositive 93
	Diapositive 94
	Diapositive 95
	Diapositive 96
	Diapositive 97
	Diapositive 98
	Diapositive 99
	Diapositive 100
	Diapositive 101
	Diapositive 102
	Diapositive 103
	Diapositive 104
	Diapositive 105
	Diapositive 106
	Diapositive 107
	Diapositive 108
	Diapositive 109
	Diapositive 110
	Diapositive 111
	Diapositive 112
	Diapositive 113
	Diapositive 114
	Diapositive 115
	Diapositive 116
	Diapositive 117
	Diapositive 118
	Diapositive 119
	Diapositive 120
	Diapositive 121
	Diapositive 122
	Diapositive 123
	Diapositive 124
	Diapositive 125
	Diapositive 126
	Diapositive 127

