
L e processus d’ionisation laser assistée par une matrice
(MALDI) [1–3] est un mode de production d’ions qui
présente une grande tolérance par rapport à la

présence de composés divers pouvant être associés aux ana-
lytes : sels, tensio-actifs, réducteurs et complexants, par
exemple. Cependant, la préparation des échantillons à
analyser ne doit être en aucun cas une étape bâclée. Bien au
contraire, il s’agit d’une phase cruciale du processus
d’analyse, qui doit être soigneusement optimisée pour
chaque type d’échantillon en fonction de la nature de celui-
ci, de la sensibilité requise et du type d’information recher-
ché [4–6]. En effet, il convient de préciser ici que la prépa-
ration d’un échantillon n’est pas la même lorsqu’il s’agit
d’effectuer une simple mesure de masse ou une détermina-
tion de séquence de peptide à partir de l’analyse des ions
fragments en mode Post Source Decay (PSD), avec l’oblig-
ation, dans ce dernier cas, de conserver un signal intense et
stable pendant une durée de plusieurs minutes. Afin de don-
ner un aperçu le plus complet possible de ces méthodes de
préparation, nous donnerons d’abord une description des
principales manières de réaliser le dépôt de l’échantillon
associé à la matrice. Préparer un échantillon, c’est aussi
choisir la matrice qui convient le mieux à sa nature. Les
critères gouvernant le choix de la matrice seront décrits dans
une série de tableaux passant en revue les grandes classes
de composés analysables par MALDI (peptides, protéines,
acides nucléiques, oligosaccharides, polymères synthétiques)
en nous référant systématiquement aux modes de dépôt
décrits au préalable. Etant donné la richesse des applications
de la technique MALDI, nous ne saurions prétendre être
exhaustifs dans notre présentation et avons fait à dessein un

choix de quelques modes de préparation qui ont été
soigneusement éprouvés dans différents laboratoires.

Les matrices

Le rôle de la matrice est d’effectuer l’ionisation de l’analyte
après qu’elle ait été excitée par les photons incidents du
laser. Elle constitue un réservoir “tampon” d’énergie et
transfère aux molécules d’analyte l’énergie nécessaire à leur
ionisation. Nous nous limiterons ici au cas le plus répandu
du laser à azote qui émet dans l’ultraviolet à 337 nm. C’est
pourquoi toutes les matrices dont nous détaillerons l’emploi
ci-dessous sont compatibles avec un laser à 337 nm. Cette
sélection de matrices a été éminemment empirique, car à ce
jour nous ne connaissons pas de règle qui permette de pré-
dire, en fonction de la structure d’une molécule donnée, si
celle-ci détiendra les propriétés d’une bonne matrice.
Cependant, certains critères sont rédhibitoires : la matrice
doit pouvoir former des cristaux dopés avec l’analyte et ne
doit pas sublimer dans les conditions de vide poussé qui
règnent dans la source du spectromètre de masse.

• acide α-cyano-4-hydroxycinnamique (ACHCA),

• acide 3,5-diméthoxy-4-hydroxycinnamique (acide
sinapinique, AS),

• acide 2,5-dihydroxybenzoïque (DHB),

• acide 2-hydroxy-5-méthoxybenzoïque (additif pour pré-
parer le super DHB, S/DHB),

• 2,4,6-trihydroxyacétophénone (THAP),

• acide 2-(4-hydroxyphénylazo)benzoïque (HABA),

• 6-aza-2-thiothymine (ATT),

• acide 3-hydroxypicolinique (3-HPA),

• 1,8,9-anthracènetriol (Dithranol, DT),

• acide rétinoïque (AR).

Les méthodes de dépôt

Goutte séchée (GS) 

C’est la méthode la plus simple à mettre en œuvre : une
solution acide (acide trifluoroacétique (TFA) 1/1000) de
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matrice (saturée ou de concentration connue) est mélangée
à l’échantillon à analyser et une goutte de cette préparation
est déposée sur la surface métallique de la cible du spectro-
mètre. Le mélange est soit réalisé au préalable (pre-mix),
soit effectué sur la cible elle-même. Dans ce dernier cas, un
cône de pipette sert de chambre de mélange. Ce mélange
matrice-analyte est effectué par une série d’aspirations et de
refoulements dans le cône. La cristallisation obtenue par
séchage de la goutte à température ambiante peut être accé-
lérée par chauffage, ventilation forcée ou aspiration sous
vide. Dans ce type de méthode le solvant organique utilisé
pour solubiliser la matrice est le plus souvent l’acétonitrile
(AcN).

Couche mince (CM) 

La matrice est ici mise en solution dans un solvant très vola-
til, tel que l’acétone (noter que l’on n’acidifie pas la solu-
tion de matrice). Une goutte de solution de matrice est dépo-
sée sur la cible et l’évaporation rapide du solvant produit
une couche mince et homogène de cristaux. L’échantillon est
alors déposé sur cette préparation, avec l’avantage de pou-
voir réaliser un dépôt de très faible dimension [6]. Les cris-
taux de matrice de la couche mince servent de germe de
nucléation pour le mélange échantillon-matrice déposé suc-
cessivement. Ce type de dépôt est compatible avec un lavage
optionnel dans le cas où l’analyte est riche en substances
contaminantes : on ajoute sur le dépôt 1 – 5 µL d’eau aci-
difiée à 1/1000 de TFA, on attend quelques secondes et on
réaspire l’eau avec une pipette. L’eau s’est chargée en sub-
stance contaminante (sels, urée…).

Sandwich (S) 

Cette méthode fait intervenir en premier lieu la préparation
d’une couche mince (voir le paragraphe correspondant). On
rajoute successivement les composés suivants sur la couche
mince de cristaux de matrice : 1 – 2 µL d’une solution de
1/1000 TFA dans l’eau (acidification de la couche de
matrice) ; 0,5 µL de la solution d’analyte (son pH peut être
légèrement supérieur à 7) ; 0,5 µL d’une solution de matrice
(ACHCA ou AS). Le dépôt est alors séché à température
ambiante (sur la paillasse). Ici aussi on peut laver le dépôt
(cf. plus haut).

ACHCA/Nitrocellulose (ACHCA/NC) 

Cette méthode fait appel à de la nitrocellulose (sous forme
de membrane, par exemple) en plus de l’ACHCA. La solu-
tion de ACHCA/nitrocellulose est préparée par solubilisation
de deux parties de ACHCA plus une partie de nitrocellulose
(membrane) dans un mélange d’acétone : alcool isopropy-
lique (4 : 1, v/v) à raison de 20 mg/mL d’ACHCA et de
10 mg/mL de nitrocellulose. 0,5 µL de cette solution sont
déposés sur la cible et laissés sécher à l’air libre. On peut
alors déposer l’échantillon pré-mélangé avec la matrice. 

Membranes 

Le transfert (ou le dépôt) de protéines sur divers types de
membranes et la désorption de ces protéines directement
dans la source du spectromètre sont bien documentés (poly-
éthylène [7], PVDF [8], NC [9,10]). Néanmoins, l’utilisation
directe de ces membranes peut poser deux types de pro-
blèmes : une absence de désorption ou une mesure de masse
difficile à étalonner. Dans le cas le plus fréquent d’une uti-

lisation de laser UV à azote (337 nm), le polyéthylène donne
de bons résultats [7] et une préparation adéquate permet de
travailler avec d’autres supports comme le polypropylène,
par exemple [11]. Les protéines peuvent également avoir été
électro-transférées sur membrane à partir d’un gel d’élec-
trophorèse en conditions dénaturantes. La membrane est
immergée dans une solution de matrice, séchée et analysée
directement par spectrométrie de masse MALDI-TOF [12].

Dessalage et micro-chromatographie 

En maintes circonstances il est nécessaire de débarrasser les
échantillons de la présence de sels ou de détergents. Ces
contaminants sont couramment éliminés par une étape de
chromatographie en phase liquide à polarité de phase inver-
sée. L’élution est obtenue par l’emploi d’un solvant orga-
nique, comme l’acétonitrile. La fraction contenant l’analyte
dessalé est alors analysée par spectrométrie de masse.
Cependant, il peut arriver que la quantité de matériel biolo-
gique disponible soit trop faible pour procéder de cette
manière. Des micro-techniques qui permettent de dessaler
des quantités d’échantillon aussi faibles que quelques pico-
moles ont été mises au point [4,13]. Notons également que,
dans le cas d’un échantillon complexe de peptides et de
polypeptides, certains constituants du mélange peuvent ne
pas être mis en évidence lors de l’analyse par spectrométrie
de masse à cause d’un phénomène d’extinction de signal
appelé suppression spectrale [14]. Une étude récente a per-
mis de montrer que l’on pouvait faire de la chromatographie
à basse pression sur 0,3 µL de phase et en présence de dif-
férentes matrices (DHB, AS, ACHCA) [15]. Les auteurs ont
ainsi montré qu’il était possible de réaliser simultanément
trois traitements différents d’un échantillon biologique com-
plexe : dessalage, micro-séparation chromatographique et
mélange des espèces moléculaires éluées avec une matrice
au choix. Le dépôt en sortie de colonne se fait directement
sur la cible, limitant ainsi les pertes de matériel dues à des
interactions incontrôlées entre l’analyte et les consommables
en plastique couramment utilisés. De plus la suppression
spectrale est ainsi fortement limitée.

Extraction de protéines et de peptides 
de gels d’électrophorèse dénaturante (SDS-PAGE)

Un certain nombre de travaux ont montré que les colorants
employés pour révéler la présence de bandes de protéines
après migration sur gel d’électrophorèse sont compatibles
avec une analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF.
Ainsi, la coloration au bleu de Coomassie et la coloration à
l’argent ne constituent pas une gêne pour la désorption/ioni-
sation de peptides obtenus par digestion dans le gel des pro-
téines séparées par électrophorèse [16–19].

Interactions non covalentes observées 
par spectrométrie de masse MALDI-TOF

Les interactions non covalentes entre plusieurs protéines
peuvent être observées par spectrométrie de masse MALDI-
TOF si l’on prête une attention particulière au mode prépa-
ratoire de l’échantillon. Les paramètres principaux sur les-
quels on joue lors de la préparation de l’échantillon sont la
nature des solvants de l’échantillon et de la matrice, ainsi
que la vitesse d’évaporation de ces solvants au moment du
dépôt. Les solvants employés dans ce cas sont beaucoup
moins agressifs pour les protéines que ceux couramment
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employés (les solvants organiques sont généralement pros-
crits, par exemple). Ainsi, il est même possible de faire des
digestions enzymatiques sur un dépôt qui a déjà servi pour
montrer l’interaction non covalente entre plusieurs protéines.
C’est une technique en plein développement actuellement
[20,21]. 

Choix de la matrice

Le choix de la matrice est conditionné par la nature des
composés que l’on souhaite analyser [4,22] et par le type
d’information recherché : In Source Decay (ISD), PSD, ana-
lyse de complexes non covalents, protéome, par exemple. 

Protéines (Tab. I) :

Pour les biopolymères protéiques, le critère fondamental est
la taille de la molécule. Un peptide (masse moléculaire infé-
rieure à 6 – 10 kDa) sera le mieux analysé à l’aide de l’une
des trois matrices ACHCA, DHB ou THAP. Il arrive, dans
certaines conditions de dépôt, que l’ACHCA provoque la
désorption/ionisation préférentielle des peptides de masse
moléculaire plus élevée [23]. Pour contrecarrer ce phéno-
mène de suppression spectrale, la THAP est employée car
elle opère une sélection contraire : elle permet de mieux ana-
lyser les peptides de faible masse moléculaire. Ainsi, il peut
arriver que, pour obtenir une bonne vérification de séquence,
l’expérimentateur doive faire plusieurs types de dépôts du
même échantillon mélangé à différentes matrices. 

Dans le cas des polypeptides (masse moléculaire supé-
rieure à 6 – 10 kDa), la matrice de référence est l’AS. Quand
un échantillon de biopolymères est complexe, et qu’il
contient des espèces moléculaires peptidiques et polypepti-
diques, deux matrices peuvent être requises afin de permettre
la désorption/ionisation des molécules de faible et de haute
masse moléculaire. Cependant, le mélange de deux matrices
pour un seul et même dépôt n’est pas recommandé. Il
convient de faire deux dépôts distincts avec le même échan-
tillon additionné soit de la matrice pour peptides soit de la
matrice pour polypeptides. Une autre stratégie consiste à
faire une micro-chromatographie de l’échantillon [15] 
(cf. Dessalage et Micro-chromatographie). Enfin, le DHB est
presque exclusivement reconnu pour la désorption/ionisation
des peptides, mais il peut également être utilisé avec succès
et sur de très faibles quantités de matériel micro-purifié
contenant des espèces moléculaires de masses très variables
(de 1 kDa à 30 kDa, par exemple).

Oligosaccharides (Tab. II) :

Deux matrices se sont imposées dans ce domaine, le DHB
et le S/DHB. Certains auteurs préconisent la dissolution
(éthanol absolu) et la recristallisation du mélange cristallin
matrice/analyte pour améliorer la désorption. Il faut noter
que, dans le cas des oligosaccharides, la gamme de masse à
laquelle on a accès par spectrométrie de masse MALDI est
nettement moins étendue que pour les protéines. L’espèce
détectée est très majoritairement l’adduit de sodium
[M+Na]+. Un traitement d’échantillon sur la cible à l’aide
d’une résine échangeuse d’ions permet d’améliorer sensi-
blement la détection [24].

M 15ANALUSIS MAGAZINE, 1998, 26, N° 10
© EDP Sciences, Wiley-VCH

Dossier
MALDI-TOF

Tableau I. Préparation d’échantillon pour l’analyse des protéines par MALDI.

Matrice Solvant de la matrice Additif Mode de dépôt Références Commentaire

ACHCA 40 % AcN, 1/1000 TFA Goutte séchée, [29] Peptides
Sandwich

ACHCA 99 % Acétone Couche mince [6] Peptides

ACHCA/NC 99 % Acétone Nitrocellulose Couche mince [20] Peptides

HABA 66 % AcN, 1/1000 TFA Goutte séchée Protéines (a)

DHB Eau, 1/1000 TFA Goutte séchée Peptides (b)

S/DHB (c) acide 2-hydroxy-5- Glycopeptides
méthoxybenzoïque Goutte séchée [30,31]

Sinapinique 50 % AcN, 1/1000 TFA Goutte séchée, [32,33] Protéines
Sandwich

Sinapinique 99 % Acétone Couche mince Protéines

ATT Acétate et Citrate Goutte séchée [20] Interactions non 
d’ammonium covalentes

a Cette matrice apparaît appropriée pour l’analyse des protéines membranaires purifiées en présence de 0.001 – 0.005 % de détergents
(dodecyl maltoside, sarcosyl, lauryl maltoside). L’échantillon est alors en solution, avant son mélange avec la matrice, dans de l’acide for-
mique à 99 %.
b Cette matrice est avantageusement utilisée dans le cas de mélanges de peptides et polypeptides car elle permet la désorption/ionisation
d’espèces moléculaires dont les masses sont nettement différentes (de 1000 Da à 30 kDa, par exemple) [15,34].
c L’additif est en solution dans l’eau, 1/1000 TFA. La solution de DHB est mélangée avec la solution d’additif à raison de 9 : 1 (v/v). Il faut
noter que l’ACHCA donne aussi des résultats intéressants avec les glycopeptides. Ces deux matrices sont couramment utilisées pour l’ana-
lyse des glycopeptides, et peuvent s’avérer complémentaires.



Oligonucléotides (Tab. III) :

Le squelette des acides nucléiques, riche en groupements
phosphate, favorise la formation d’adduits de métaux alca-
lins (Na+ et K+, par exemple) qui perturbent la mesure de la
masse de l’oligonucléotide. Pour contrecarrer ce phénomène,
les solutions de matrice contiennent en général du citrate ou
du tartrate d’ammonium à une concentration de 100 mM.
Les principales matrices sont décrites dans le tableau cor-
respondant. Mentionnons qu’il peut être utile de purifier par
chromatographie échangeuse de cations la matrice 3-HPA
qui peut être très contaminée par des sels [25]. Les ions for-
més à partir des oligonucléotides sont détectés par l’analyse
en mode négatif des ions [M–H]–. La gamme de masse à
laquelle on a accès par spectrométrie de masse MALDI est
telle que l’on peut aisément analyser un ARN de transfert
intact (75 bases soit 25 kDa) ou des acides nucléiques d’une
centaine de bases [25]. 

Polymères synthétiques (Tab. IV) :

C’est un domaine d’application de la spectrométrie de masse
MALDI qui a été exploré récemment par plusieurs labora-

toires [26–28]. La préparation d’échantillon revêt ici toute
son importance si l’on veut entreprendre l’analyse d’échan-
tillons à forte polydispersité en raison d’un phénomène de
discrimination de masse. La désorption est favorisée par la
cationisation de l’analyte avec des ions métalliques. La taille
du cation est critique et les auteurs utilisent principalement
un gros cation, comme Ag+. 

Conclusion

Nous avons décrit les principales méthodes de préparation
d’échantillon, étape capitale de la démarche analytique dans
laquelle s’inscrit la spectrométrie de masse en mode
MALDI. Cette revue illustre le soin qu’il convient d’appor-
ter à la préparation de l’échantillon, et combien il est néces-
saire de l’intégrer dans l’ensemble du processus analytique
en vue de réaliser la meilleure analyse possible dudit 
échantillon.
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Tableau II. Préparation d’échantillon pour l’analyse d’oligosaccharides par MALDI.

Matrice Solvant de la matrice Additif Mode de dépôt Références Commentaire

DHB 10 % Ethanol Goutte séchée [35]

DHB AcN Goutte séchée + [36]
recrist /Ethanol

S/DHB 66 % AcN acide 2-hydroxy-5- Goutte séchée [37]
méthoxybenzoïquea

S/DHB 66 % AcN résine échangeuse Goutte séchée + [24]
de cations dessalage

Extractigel-D

THAP Ethanol Citrate d’ammonium Goutte séchée [31] Oligosaccharides 
acides

a Le mélange additif : matrice est de 1 : 9 (m/m).

Tableau III. Préparation d’échantillon pour l’analyse d’oligonucléotides par MALDI.

Matrice Solvant de la matrice Additif Mode de dépôt Références Commentaire

THAP Ethanol Citrate d’ammonium Premix + Goutte [38] premix
séchée

3-HPA 50 % AcN Goutte séchée [39–41] purification 
préalable de 

la matrice par 
échange d’ions

3-HPA Tartrate d’ammonium Goutte séchée [42, 40]

ATT AcN Citrate d’ammonium Goutte séchée [43]
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Tableau IV. Préparation d’échantillon pour l’analyse de polymères synthétiques par MALDI.

Matrice Solvant de la matrice Additif Mode de dépôt Références Commentaire

AR Tetrahydrofuranne Nitrate d’argent Premix + Goutte [26]
séchée

DT Tetrahydrofuranne Acétate d’argent Goutte séchée [27] dépôt préalable 
CH3I

HABA Tetrahydrofuranne NaCl Goutte séchée [28]


