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WUt Contaminants chimiques et alimentation

Alimentation m===> |lien important entre 'environnement et ’homme
m===)> principale source de composés chimiques trouvés chez ’lhumain.

La plupart des maladies chroniques de I’'homme peut étre attribuée a I'exposition passée
ou présente a des contaminants chimiques présents dans notre alimentation.
(source OMS : http://www.who.int/foodsafety/chem/TDS recipe 2005 en.pdf).

ACCUMULATION DES SUBSTANCES TOXIQUES
DANS LA CHAINE ALIMENTAIRE

Végétaux

Quelgues familles de contaminants organiques de
I'alimentation

Pesticides

Phtalates, Alkylphenols, Bisphenols

HAP

PCB/ PCDD

Composés perfluorés

Retardateurs de flamme polybromés

Mycotoxines

Médicaments vétérinaires

Produits néoformés (HAP, AAH, acrylamide, furane...)
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Analyse de contaminants toxiques a lI'état
de traces dans des matrices complexes

Sensibilité o
Seélectivité

La sensibilité est trés souvent conditionnée par la sélectivité
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La spectrométrie de masse pour l'analyse des
résidus de contaminants organiques

1980-1990

GC-MS

LC-MS peu répandue dans les laboratoires d’analyse

Interfaces DLI, moving belt, thermospray, particle beam, CF-FAB
Quadripbles

Limites de détection 1-5 ng

Masse exacte / haute résolution non

Sensibilité / sélectivité

2000-2010

LC-MS = technique de routine

ESI, APCI (APPI)

(triple) quadrip6les, pieges 2D/3D, hybrides (Q-g-LIT, Q-g-ToF, Orbitrap)
Limites de détection <0.1pg

Masse exacte / haute résolution oui




Plan de la présentation

Apport de la FT-MS pour la détermination ciblée de contaminants

analyse de toxines
comparaisons avec la méthode MRM

Intérét de la tres haute résolution pour l'identification structurale
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i+ Analyses ciblées multi-résidus : la LC-MS/MS (MRM)
o comme outil de référence
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Fig. 1 UPLC-MS-MS chromatograms ohtained from six representative pesticides: (a) blank sample (b) sample spiked at 0.01 mg kg™ (1.25 ng
mL " in the final extract) (c) matrix-matched standard (1.5 ng mL Ly
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Analyses ciblées multi-résidus : les possibilités de
screening large offertes par la LC-HRMS
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Fig. 2: Multi compound standard of 650 pesticides, grad. (B): overlayed compound EICs,
complete pesticide elution in about 5 minutes.
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Analyse de toxines sur LTQ-Orbitrap
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HO

Table 1. Substituent designations for azaspiracids and the theoretical and found masses of the precursor and main product ions,
determined using data-dependent scans with HCD

[M+H]" M +H]" [M+H-H0]"  [M+H-H-O]* [M + H-H,0-A ri_ng]+
theoretical  found m/z theoretical (Found) [M +H-H,0O-A ring]+ found m/z
R' R R R mjz Error (ppm) mfz Error (ppm) theoretical m/z Error (ppm)
AZAl H CH; H H 842.50545 842.50564 8§24 49489 §24.49492 67241116 67241091
0.22 0.04 -0.37
AZA2 CH; CH; H H 856.52110 856.52160 838.51054 838.51078 67241116 67241092
0.58 0.29 -0.35
AZA3 H H H H 8528.48980 828.48953 81047924 810.47855 658.39551 658.39464
-0.33 -0.85 -1.32
AZA4 H H OH H 84448472 544.48491 826.47415 82647423 6©58.39551 658.39516
0.23 0.09 -0.53
AZA5 H H H OH 84448472 54448523 826.47415 826.47432 674.39042 674.39021
0.61 0.20 -0.31
AZAs CH; H H H 84250545 842.50602 £24.49489 524.49498 H©58.39551 658.39527
0.67 0.11 -0.36
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Figure 4. LC/MS ion chromatograms of azaspiracids in an extract of mussel (M. edulis) tissues, obtained using full-scan g w:
FTMS at 100 000 resolution. The found masses and error values are shown above each peak. The chromatograms were 3 o]
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SRM vs. HRMS
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Fig. 2 a LC-MS chromatograms of N-nitrosopiperidine (NPIP) 20 ng/L are shown. All peaks comespond to about 200 pg of compound
obtained from SRM at unit mass resofution (ion wap) and HRMS full on column. b Section of the high resolution full-scan mass spectrum
scan at R=30,000 using an LTQ Orbitrap. A calibration standard of from the secondary effluent sample extract showing NPIP and interfering
10 ng/mL. in watermethanol 95:5, and extracts of a secondary and a compounds of the same nominal mass with molecular formula assign-
primary effluent sample from a sewage reatment plant both spiked at ments and mass accuracy. Further analytical details are given in [12]
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MRM vs. HRMS
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Full scan high resolution

Orbitrap MS  jntargeted screening
pLimss paw 2013 Bovine muscle  Presence of Quantitative '_/ strategies!
tissue anabolic steroids? confirmatory analysis

\

Comparison
MRM vs. HRMS e
e capacity
e
\ =
Targeted triple
quadrupole MS/MS
Table 1
Mean corrected recovery (at the RCor AL} and precision of the M5/MS and HRMS methods, developed for the analysis of 34 anabolic steroids in meat.
Analyte Mass Spectrom. Technigue RCIAL Recovery? Repeatability? Within-lab. Reprod®
(pgke-") Mean + 5D (%) RSD (%) RSD (%)

17w-estradiol MS/MS 1 934+749 7.3 8.2

Orbitrap 1 1041+£218 26.8 275 €&——o
17B-estradiol M5/MS 1 101.4+£108 10.2 5.4

Orbitrap 1 81.8+25.1 286 285 €&¥—mm—————
dienestrol MS5/MS 1 974+£143 17.0 185

Orbitrap 1 98.7+123 19.7 18.9
diethylstilbestrol M5/MS 1 854+163 19.0 175

Orbitrap 1 153.6+71.9 39.3 37 €&¥—>—————
17p-ethinylestradiol MS/MS 1 935+125 13.0 12

Orbitrap 1 1026+135 19.7 18.9
o-zearalanol M5/MS 5 814+113 18.3 16.8

Orbitrap 5 116.4+454 2749 293
P-zearalanol MS/MS 1 8l.6+11.2 18.5 171

Orbitrap 1 154.0+ 801 26.7 47 54 &———
estrone MS/MS 1 110.0+143 84 06

Orbitrap 1 101.1+166 18.6 185
estriol MS/MS 1 119.2+13.9 11.7 ol epcy < .

Onbitrap i . nd. Sensibilité plus faible
hexoestrol M5/M5 1 99.5+7.6 7.7 , ,

Orbitrap i nd. n. = Valeurs élevées
17 a-testosterong MS/MS 1 0934+93 6.9

Orbitrap 1 049+ 08 154 12.6

Etc...
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Utilité de la tres haute résolution pour la
sélectivité de détection
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Sélectivité de détection : importance de la
précision de la mesure
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Figure 1. Effect of mass extraction window on selectivity. Extracted ion chromatograms for the
pesticide pirimicarb (MH+, C;{H;oN,O;, m/zy, ., = 239.15028, retention time = 5.23 min) in animal
feed matrix at 10 ng/g; resolving power: 100,000.

Kellmann M. et al.,
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Vitesse d’acquisition, résolution et précision
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Figure 1. Comparison of (a) 10 Hz and (b) 1 Hz data acquisition rates using the Exactive™. Insets in
(a) shows mass spectra taken from peak top and peak tail. Inset in (b) shows spectra taken from peak
top.
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Full scan MS et MS/MS
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Figure 2. (a) MS and (c) HCD chromatograms for the analysis of a mixture of 6 compounds. (b) Mass
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HCD mass spectrum from peak labeled with arrow in (c). Structure in (d) shows assignment of
fragment ions for verapamil.
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LR Utilité de la FT-MS pour la confirmation de
métabolites : exemple des PBDE

3 A 0 N 8
et
4\ 6 6 NZ 4
5 5

I<x+y<I10
PBDEs
- 142 ;’4_8 1'&,71‘7.1““5.5 204
% e |
100 340,86257 :: b 155 182 iz 328 7431326 7831
[M-8r-Har)r [M-H-HBr]' 5(!0M6;]36 HO Br(a) Br 0 14.0 miz 408 8510408 6910
- 418,77298 ! ;: Mz 455 SE08 486 6006
Jl dl Br—; ,>—o—<‘ )—Br 2 b
o y s iz 420 7678 420 8078
100 340,86235 e e § o oz 800 6768 500 7166
8 [M-Br-HBr]- [M-H-HBr]" 5()[06;61)7 ®) 2% iz SB0 5843 580 6241
g . llt T m/z 658 4785 856 5165
2 € 2
3 0 25
2 100 420,78821 et
g [M-Br (c) b
2 50 [M-Br-HBr]" (M-H] s
o 340,86232 50069603 0
o AL 1
500,69616
e [M-Br-HBr}’ [M-Br]‘ / [M—H-HBr]' [M-HJ* Br Br
% 340,86236 420,78778 (d) Figure 4. Separation of a PBDE/OH-PBDE mixture (50 pg
dL l“J‘ Br °© OH on-column each) on a PFP column using optimised conditions:
T . (a) 3-OH-BDE-47, (b) 6-OH-BDEA47, (c) 4-OH-BDE-49 + 3-OH-
300 350 400 450 So0 550 800 ' BDE-100, (d) 3-OH-BDE-154+ BDE47, (e) 5-OH-BDE-99 +
miz 6-OH-BDE-180, (f) BDE-100, (g) BDE-154, (h) BDE-99, (i) 4-OH-
Figure 3. Negative APPI mass spectra of (a) 3-OH-BDE-47, ?gté%)é'. 2%) 4B?E).1§‘[15E(}(2)Og D(E-)l Sgb(}lz)'z%?ﬁ(z O)ZIB(S}%—?O?SE&?\B
(b) 5-OH-BDE-47, (c) 6-OH-BDE-47, and (d) 4’-OH-BDE-49. () BDE-209. 9 » P + 9 ¢

=INRA

SCIENCE & IMPACT




Utilité de la FT-MS pour la confirmation de
métabolites : exemple des PBDE
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@m ¢ Autre exemple : métabolisme du tétrabromobisphenol-A
chez le tétard de Xénope
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Autre exemple : métabolisme du tetrabromobisphenol-A
chez le tétard de Xénope

- 542.79289 54470119 O Br
050 4 Exp. 542,79289
1o )< pose:
0.26 7
0.24 7
@ 0-20 3
£ o C.H,O.BI,S, Calc. 542,79296
S o.16 3
2 ona ] A 0.13 ppm
0.12 3
0.10 7 540.79534 546.78875
C,5H,,0,Br
0.06 7 543.79649 545.79479 1577112574
0-04 3 Calc. 542,74461
0.02 ] 541.79819 547.79235
ooot | 1 1 1 1 1 | 54878488 7ss42 A 89.1 ppm
5‘39 5‘40 5‘41 5‘42 5‘43 5‘44_“,_ 5‘45 5‘46 5‘47 5‘48 5‘49 :
0.32 - 542.74481 Br Br

0.30 EXp 542,74481
o o ) X_Q°
2:2:2 540.74702 Br Br C15H11028r4

' C15H1.0:Br, Calc. 542,74461

Zij A 0.37 ppm

0.08 7 C15H12053r35

Abundance

0.06 7 538.74924 543.74848
°‘°4é 541.74996 545,74eg$6.74037 Ca|C. 542,79296
ool | ssemen | | | | ] || swssomssgers A 88.8 ppm

539 540 541 542 543 544 545 546 547 548 549

m/z
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Ecole spectrométrie de masse
FT-MS )

a Identification structurale : masse exacte et

31 mars - 4 avril 2014

FINSTpooL09 746 RT, 006041 AV: 40 \L:580E6 compos ition élémentaire
F: FTMS - pESFull ms [150 0060000 43‘}186 ---434,92946 435,00

Cl
i 434,92948 P '
9 35 F3C N
90 C12H4 CI2F6N4OS %%o
Cl
NH,

5 M, 434,93033 R 30000

B 0-1,9 ppm

CF;

. C,,H,35CI37CIF,N,OS
436,92641

45
40

R 60000

— e ——————————l——{— —————————
9
3In
£
82
3
20
52
29
8%
e
>
<
M
4
2 g

0
.b °
a
I &
- s
o
.8
'\)F
o .
&
»
.h g
g

aaaaaaaaaaaaaaaaa

43593335 43892328
43558823 | 436,26468 43793032
13396330 434'55493 43532446 ‘ ‘ 436,5»2914 43132424 A 43852186

. A 1 3
L L L L, . L B A B o

4335 4340 4345 4350 435 4360 465 470 475 480 485 4390

5 5 5
i i I
o o o e e e o e e o e e e o e e e o e e o e e e e o
Q ] 9
- 8 8

)
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o
o
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Ecole spectrométrie de masse

31 mars - 4 avril 2014

fipronil10-14 1#222-232 RT:1,12-1,39 AV: 11 NL: 3,56E6

F: FTMS - p ESIFull ms [150,(
100

434,92948

= C,H,35Cl,FN,0S

433,38268
N

434,31567

485,92933

436,693
43529110 436,09347

cl
N
VAR
FiC N
.
Cl

436,92635

43792618
137 26961 |

——

75-
70:
65-
60-
55-
50:
a5
40-
35°
30-
25
20:

438,92001
438,77426 I

12C. H,35Cl,F 4N, 15NO

4335 4340

4345 435,0 4355 436,0

439,0

LI B B I L I T | N I O O B B B B B
436,5 W,O 4375 438,0 4385
Iz

-~ ldentification structurale : résolution des massifs isotopiques

fipr
FF

g 523

éi P ES! Full ms [150,00-500,00] 4 3 5' 9 2 9 3 3
 12C ,13CH,%CL,F,N,0S

435,92355

43592355

e 436,92635
. 35C|B7 32
1 CH,BCPCIFN,0%2S
35 34
C,,H,35Cl,FN,0%S

10:




Utilisation de la FT-MS pour l'identification de
métabolites fongiques

Application : métabolites secondaires de Aspergillus fumigatus

Stratégie : marquage uniforme par isotopes stables (13C 1°N)
—identification de nouveaux métabolites (potentiellement mycotoxines)
— Discrimination de composés non biologiques

& Blé 12C & Blé 12C & Blé 13C & Blé 13C15N

N N v ¢ N

Ve 99%12C V¢ 99%12C V¥  3%12C ¥ 53% 13C
|/ 1) |’ 13 |7 15
/ 1% 13C / 1% 13C 97% 13C / 96% 15N

-

Culture blanche

P.Cano,; L. Debrauwer et al.,

84



Utilisation de la FT-MS pour l'identification de
métabolites fongiques

/\
)\ 12C100% ). 12C100%
\/

o /____-‘B‘C\ 0%
) 15N100%

Blé + Culture blanche Blé + Culture Aspergillus fumigatus
. ape ea s 299.1759 317.2360 311.2032
Spécificité Nbre C
ch . & < > Nbre N
D\Q ampignon/Blé - 3 = N
<€ >
| | 1 .
292294 296 29%1}3200 302 304306 292294 296 29’8n}3200 302 304306 310312 314 31r6n/3218 320 322324 304 306 308 3r1n0/z312 314 316

Logiciel “MassCompare” (home-made ): comparaison listes
formules brutes + simulation massif isotopique

P.Cano,; L. Debrauwer et al.,

54




Ecole spectrométrie de masse

FT-MS °
il WA e
b 1 w
31 mars - 4 avril 2014

Identification de la Fumigaclavine A

% i 2091759 [M+HJ* 100 “I0:EEE
: 12¢ CygH530,N, Ms? 299.2 i .

o RT:2.8min 0| b 11 Logiciel “MassCompare” (home-made ):
£ §°°' comparaison listes formules brutes + simulation
- . . .
£o fo! 196.1121 massif isotopique + regle de I'azote
k- &

o 1830916 1 formule brute ([M+H]*: C;gH,;0,N,)
168.0806 [M+H]*
296 298 300 302 304 306 160 180 200 220 240 260 280 300
miz miz
B 317.2361 [M+H]* 100 255.2080
. 100 3¢ 13C,.H,;0,N, Ms? 317.2
8 RT: 2.8 80
P 1231623 Spectres MS/MS
2
g‘“’ 210.1592
2 195.1316
180.1210 M+H]*
- . . . n 0 M el df AL, ull T L . i " - 31?'2
316 - 318 a0 322 324 160 180 200 220 2:::: 260 280 300 3o
311.2032  [M+H]* - 250.1786
12C413C10H 30, N, Ms?311.2
80
g 217.1356
ESD
z
540-
3 205.1356
20 20 192.1089 M+H]*
| | IS 1Y) O IR 1111 Fumigaclavine A
O 504 508 308 310 312 314 36 O {0 180 200 220 240 280 280 300 320

=INRA
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Ecole spectrométrie de masse

31 mars - 4 avril 2014

Table L Detected Known Metabolites of A fumigatus in 15 Day Old Coltures on Wheat Grains

chemical famiy
trypadding

anthraqmnones and anghrones
[pEeuroting

hehobc acd

fumigadaving

fumiquinaolines

tryptoquivalines

metabolibe
trypackdn

questin
manometh pisulochnn
emadin

peeuratin A

hedvalic aad
fumigadavine A
fumigadavine B

festnclavin

TR

cpclatryprasatin A
spirofryprostatn A
spirotryprostatn B

oompond 1

fumiquinazaline C

trypioqunakine F

fomaulks®
CraHe0xMNa

CrsHe

ClﬁlllTﬂf

T 0y

CoH N0, Ma

CHIL-"{"

CrHy N0y

CygHy M0

CiaHy N,

CH N,

CoH N0,

CoH N0,

CH N0 M

CoH N0,

CrHuMNO

CorHaaN0

T HasM 0

Ty Hye N0

CaH N0,

CyH N0

CoH N0,

T H MO

CaHo N2

jon®
[M + Ma]*

M - W]
I - HT
I - HT
[M + Na]*
[M —H]
IM + H]
M+ H]
M+ H}
[M — HO + H]*
M + H}
M — H,0 + H]*
[M + Nal*
M -H]
M - HT
M - HT
M+ H]
IM + H]
M - W]
[M + Na]*
M+ H]
M+ H]
[M + Na*

RT {min}*
7

e
T84T
3600
1728
Rk

4

Rk
na

3541

0 iz
HTOTRS
07 ppm
ZHA0620
3 ppm

350989
3 ppm

260451
11 ppm
4541469
07 ppm
SE7XS
11 ppm
11759
18 ppm
1571651
10 ppm
411699
L] ppm
46TIRRS
Q4 ppm
AR01968
0] ppm
42T
1.2 ppm
A34HE
1.6 ppm
S10ERST
L3 ppm
AR 1840
A0 ppm
4101734
Al ppm
FE.1200
44 ppm
A4 1618
A3 ppm
L6 l684
A2 ppm
4501653

0] ppm
4812193

08 ppm

B et
EELREE ]
1 ppm
1990159
346 ppm
3631599
4.2 ppm
2R409650
2.2 ppm
476208
1.1 ppm
S04
14 ppm
F17L560
0.9 ppm
273191
2.1 ppm
257236
0.2 ppm
4895285
1.6 ppm
4022692
3.7 ppm
S215183%
1.5 ppm
5615097
3.8 ppm
5375164
2.4 ppm
4502879
3 ppm
431471
3 ppm
4182638
4.1 ppm
FRS TR
4.2 ppm
S4B TATR
3.2 ppm
4TLITT
0.9 ppm
488 2463
1.6 ppm
4252138
0.8 ppm
Sir_5041
1.6 ppm

BC N et
FTE 1090
01 ppm
2920912
31 ppm
ELLBE |
156 ppm
4952653
12 ppm
487187
39 ppm
SR8
18 ppm
ERN Rk
06 ppm
LN EE
08 ppm
152199
11 ppm
4807793
17 ppm
LT
33 ppm
S1rmaal
38 ppm
5512587
44 ppm
SE7 k656
2z ppm
4432150
22 ppm
AL NI4T
20 ppm
4092173
23 ppm
ErlBEL]
11 ppm
Al 1960
12X ppm
4541894
45 ppm
4811945
2 ppm
4191685
01 ppm
4952653

12 ppm

entification de métabolites chez Aspergillus fumigatus

=~ 20 métabolites identifiés

INRA
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Ecole spectrométrie de masse
FT-MS

o

Identification d’un métabolite « artefact »

31 mars - 4 avril 2014

métabolite a RT=16min présentant 1 *2C et 22 13C dans les échantillons 100% 13C.

C23H2205N4 12C13C22H2205N4

- Incorporation d’un atome de carbone post-biosynthese?
1ére info : non détecté dans les échantillons dissous dans CH;CN au lieu de CH;0H

2ieme info : MS" :

Inconnu Tryptoquivaline F
199.0502
A.100 MS? 435.2 B. 00, i e MS? 403.1
332 1030 199.0502
80 ) 804
g :
60 gor | L 211.0870
3 2 &
$ 20l
§4o k| 170.9882
€ 170.9882 2
s 1146.9743v
20 i 147 332 % 2
146.2‘743@ 314.0926 417.1561 (M+HJ* HyC [M+H)*
4352 ° !dentical substructures of both compounds confirmed by MS! Il s 403.1
A T U ** Different substructures of both compounds confirmed obtained by MS? 0 o0 100 200 240 280 320 360 400
mz

Dégradation de la tryptoquivaline F par hydrolyse d’'une fonction amide cyclique +
méthylation de I'acide carboxylique formé

-

T—=" SCIENCE & IMPACT

P.Cano,; L. Debrauwer et al., = ,‘= |N-\’A
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Ecole spectrométrie de masse

NN Identification de nouveaux métabolites fongiques

31 mars - 4 avril 2014

Nouveau métabolite : la « Fumigaclavin D »

Fumigaclavin A

298.1371 Inconnue
A. 100, 2 | ~OH
MS4 315.2 C
= ..‘ ‘ﬂ + . '0--..'."¢’1-l +
¢ Fon 237 s N
i =N e > 239" 239
g v 208* He” o et W 2%
§w~ 237.1388 196° o
o .. 239.1545 XN
20| 172.0755 196.1121 |
CyyH,ON .
o | [2081121 || 2551492 st N Z N
0 L., = PP | U 315? H H
160 180 200 220 240 260 280 300 320
miz * identical substructures of both compounds confirmed confirmed by MS*

** Different substructures of both compounds confirmed obtained by MS*

P. Cano,; L. Debrauwer et al., , |N'\)A

—=" SCIENCE & IMPACT
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Ecole spectrométrie de masse
o
)

Analyse de métabolites réactifs : exemple des alcénals

(o WA
S ' w

31 mars - 4 avril 2014

Régime pro-oxydant (viande rouge) et promotion du cancer

~=Z=  colorectal (CRC)
‘ (n-3) fatty acids (n-6) fatty acids Arachidonic acid
Gras |
\\ (n-3) hydroperoxydes (n-6) hydroperoxydes 12-HpETE
Viande rouge ] ] ]
3 / Ca‘a\\, Se a-hydr[f:::i-ftjlexénal mhvdr?::;i;;onénal bhydrou;?’;:ijcoitjécadiénal
H OH
H eme \i/\%) /\/\/t,//\*}o /WWO
5

Composés réactifs : carbonylation des protéines cellulaires / adduits ADN
Propriétés cytotoxiques des alcénals (HNE / HHE)

Autres aldéhydes (inconnus ?) formés dans la lumiere intestinale ?
Chainon manquant entre viande rouge et risque de CRC mis en évidence dans les
études épidemiologiques ?




Piégeage et analyse des aldéhydes libres

31 mars - 4 avril 2014

4-(2-((4-bromophenethyl)dimethyl ammonio) ethoxy)benzenaminium dibromide (4-APEBA)

b
\Zé;

H
NaBH,CN Br
1
276.3 o

10 503.2270 505.2248 QNHA\J\MCH

"3 4-HNE APEBA m/z2g6 g MME gy

80 248.2

“CH

g 70 L 70 * m/z228
© o
£ 60 Ca7H400,N,Br £ o
> ©
.é:: 50 é i m/z 183
2 <
40 2
& k|

30 506.2277 &)

20

10

501.9234
o Tmmpmamsan o] || ke cuwe s e g 101183.2%% 79,
485 495 500 505 510 515 520 525 ‘ ‘ Eﬁsz oo || T‘“-g 1854
m/Z O\lw\‘v vw‘lv\ ‘“‘Y' ']"l' "T""‘\‘\\‘\X!v
200 250 300 3}?0 400 450 500

3|

=INRA

™ SCIENCE & IMPACT
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Ecole spectrométrie de masse

FT-MS et différentiation d’isobares

31 mars -4 avril 2014

RT:11.11-17.430 SM: 7G = ==
H N E (MW156) oo 1258 ML: 2.04E6 503.2260 ML: 8.74E5
1 miz= Cz7 Hap Oz Mz Br AldoLC-MSorbit 2-
Decanal (MW 156) ] A02.7270-503.7270 100 o 20#1338-1257 AT
95 F: FTMS + p ESIFull 905 12.50-12.67 Av: 20 F:
] s [200.00-800.00] = FTMS + p ESI Full ms
RT 0.00- 2500 b 503 WS E 200.00-800.00
100+ 1088 :52_8.55[?5; — E AldoLC-MSorbi12-28 80 [ :
95 S| SRM ms2 503 200 85 703
E [247 700-248.700, E @ g
a0 275 700-276.700] MS 80 g s
1 AldoLC-MS12-98 3 T 4 _h d e I8 I
v s N 4-hydroxy-2-nonena
; E ER
CsH,0, (156.11503)
I C,,H,,0,N,Br (503.2270
103 o 20 27H400,N,Br (503. )
55 z ] 3
] 5 559 e
5 80 MS/MS B o3
g 55 = 80 503.2637 ML 1.25E5
= E . I d 2 3 Cza Haa O Nz Br AldoLC-mSorbit 2-
- . £ 457 1007 e 28#1581-1583 RT:
% 50 Trlp € qua § 455 3 14.77-14.88 AV 13 F:
2 454 403 807 FTMS + p ESI Full ms
Ty ] E [200.00-800.00]
& 40 1227 35 E
3 e i
a0 E 60
1 25 E
25 = 503
; 1401 ] Decanal
204 ] 40
C,oH,00 (156.15145)
3 3 1482 3
104 107 209
5; 5—: 13.82 10 44
= 4 . a8y E J.‘. gl
o HT‘QH T ’ 4z 14 1s ’ 500 B " 520
Time (min) Tirne (rmin iz
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Ecole spectrométrie de masse
FT-MS

vvvvv

Eaux fécales

Dérivés APEBA
synthétisés

Identification MS"

Inconnus

Liste d’aldéhydes
libres dans les

eaux fecales (——
Connus

(standard disponible)

Relative Abundance =32
T R E R
88538883388

Stratégie : « aldéhydomique » des eaux fécales

TIC (m/z 200-800)
Res. 60000

52
iy TR 13 i oo

Liste de dérivés bromés

MerWorks™ 1.3

Software for the rigorous analysis of metabolism data

litration du signs
massif isotopique
A =1,9979 u.m.a.
Défaut de masse




Recherche de métabolites urinaires marqueurs d’exposition

31 mars - 4 avril 2014

Cohorte PELAGIE : Perturbateurs Endocriniens Etude Longitudinale sur les

Anomalies de la Grossesse, I'Infertilité et I'Enfance
INSERM (Coord. Sylvaine Cordier)
environ 3500 femmes enceintes, région Bretagne , entre 2002 et 2006

e Self-administered
questionnaire

é hi? @ [Total cohort]

Cord blood, maternal [On random subcohort (n=300):
e hair, placanta

[ |

E] Urine sample .
# Meuropsychological tests

Sous-cohorte: M bust samples at home

4 groupes de 10 échantillons tirés au sort en fonction ® Saliva-DNA]
de la part de culture de céréale (%) dans la commune de résidence

urbain / peu exposé / exposé / trés exposé




Ecole spectrométrie de masse
FT-MS o

Zashcs Recherche de métabolites urinaires marqueurs d’exposition

31 mars - 4 avril 2014

Cartographie des cultures

LC-ESI-HRMS Pratiques culturales..

Acepae Dicniorves,

urines

' In silico + in biblio
Q@ 460 métabolites
<

Monitored exposomics

sigrials workflow
upgradable

. " " Production de « standards » par
@ expérimentation animale

= e e oo . sain o s
3EC I 207

E . 50,

i im/z287.0231 p

* " ) 287
3= i1 mfz163 _M¥

. i3 m122 <
- s v 11 e 7e A 1oz [E————

00 3z . 03 287.0231

- oo FUTHRMS at Bmin g CyH30:8

Fe 0.4ppm 3o theoretical

Iy 288.0264 I 288.0263

i= S 283018 F3 | 289019




Recherche de métabolites urinaires marqueurs d’exposition

31 mars - 4 avril 2014

> Mode négatif > Mode Positif
128 molécules « suspectes » détectées

24 métabolites pertinents = analyse statistique
7 pesticides correspondant :

Cymoxanil, Quizalofop-éthyl, Procymidone,
Fenpropimorphe, Carbofuran,

Chlorprophame, Azoxystrobine

> PLS-DA (OSC) sur les 24 métabolites:

4 Moyen <A T ——

33 molécules « suspectes » détectées
0 molécule pertinente

- nombre de variables trop faible

- Pesticides = identiques mode négatif

Fenpropimorphe

B - et Fig. 5 Varation of filtered normalized signals of (a) methyl-242-

T —— hydroxyphenyl}-3-methoxyacrylate sulfate, (b) 2-methyl-2-phenylpropanoic

acid, (¢) methyl-2+2-hydroxyphenyl}-3-methoxyacrylate glucuronide (1; £

or Z), and (d) methyl-2+2-hydroxyphenyl)-3-methoxyacrylate glucuronide
(2; E or Z) in human urine samples

- Mise en évidence de marqueurs pertinents pour du biomonitoring (screening ciblé)
- Application au screening multi-résidus (familles chimiques, polluants, contaminants #)

brauwer et al. ' ' == Sencea v
AXIOM

Anal. Bioanal!Chem.,



Ecole spectrométrie de masse
FT-MS o

Egwy e Comment gérer les inconnus ?

31 mars - 4 avril 2014

Fig. 1 Comparson of - ) T

systematic workflows for (i) [ Sampling, extraction, punfication ]
quantitative target analysis with . I .
reference standards, (i) suspects HPLC separation and high resolution mass spectromeiry
screening without reference I i

Bt of calibration standards

standards, and (i1i) non-target I E— S E— .
screening of unkmowns in envi- Tﬂfﬂ'ﬂ 3'“'&""5 Suspects screening //d_ Mon-target scleenlnr\ :
ronmental samples by using with reference standards without reference standards \\Tl_hnm refarance standands !
LC-high resolution (tandem) , — — T - O
mass spectrometry. [ Target ion list ] | Suspect ion list J ! Y]
*Note that the m/'z range of the I . I " Autormated sxact i 8
extraction window for the exact { Exact mass filtering * l Exact mass filtering * ] Fhtering and E‘L de;-:ﬂciin . ] i 5
mass filtering depends on the d - g pea e
mass accuracy and the resolving [ Non-target ion list ] i %
power of the mass spectrometer : LD
used Maiching of measured and Elemental formula fit i >
theoretical izotope pattern of by heuristic filtering of ! %
suspects molecular formulas 3
| L —~+
Structure search in data base i b
) [ Y}
! S

[Matc:hing of measurad Rt mm] [ Matching of measured Rt m'ﬂ'u] "Matching of measured Rt with |

predicted Bt of suspects  predicted Rt of data base hits

I | I :
Matching of measured | [ Matching of measured and } [ Matching of measured and v
f

MS/MS fragmentation with predicted MSMS predicted MSMS
that of reference standards | fragmentation of suspects ragmentation of data base hits|

Quantification of targets List of likely present suspects List of likely present unknowns




31 mars - 4 avril 2014

Spectrométrie de masse
Spectres Full MS
MS/MS
MSnh Trappe d’ions

Haute résolution

LTQ-Orbitrap

Schéma de fragmentation

A
Filiation ionique|  Accas aux compositions
w’ élémentaires
‘;m 1 1: TOF MS €5+
Ties i ' B
%7 ‘ P

o f‘f("CMM'M‘J] JJ\‘WV«A) ',QWV\%ANJ

Time (min) l
I — HO OH
1 TOF MS ES+
o 237.10 0.100a

ol “ h CHy
% -

» wwm ' 'uuu Lu k«Mfmwm,uq

Time (min) |
1 1. TOF MSES»
5 Ts 237 103 00208
20 mDa window
SNPP11525

g S(IEN(E & IMPACT
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Ecole spectrométrie de masse |
FT-MS

31 mars -4 avril 2014

Exposition aux perturbateurs endocriniens :
approches analytiques

Composés connus
Approche ciblée

ailnus

<

:;‘r g* :

Extraction
Purification

LC-(HR)MS/MS

Colonne affinité
Récepteur ERa

(hexane-acetone 75-25)

Extraction (ASE)

Composés inconnus
Approche non ciblée

Extraction

X,

Fractionnement

(estrogénomimétiques)

A 4

LC-(HR)MS/MS

Test activité biol.

LC-(HR)MS/MS

a0 1 B phytoestrogénes (aliments P

pour bébé)
500

4.9
m -
10.7
300 ] 24.6
200 14.5 J
]
o LI B B B B T T T T T
5 10 15 25 1] 35 min
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. Application : recherche de perturbateurs endocriniens dans
des sédiments de riviere
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Analyse LC-HRMS (MS/MS) . J ‘
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Analyse structurale Identification molécules bioactives

A. Jondeau Cabaton L. Debrauwer et al.




Stratégie expérimentale

3 3 > 3 Br Br
_R GHa CH,
Lo el YT
o
= [ ] CH
R, @i y—/ o @ 3 CH,
o Br Br

HPLC: C18 Uptisphere (250x2mm, 5 um) 35°C
(A) H20/CH3CN/CH3CO2H 95/5/01 (B) CH3CN
Omin 0%B, 30-40min 100%B

MS: LTQ Orbitrap XL
ESI + et — (parametres globaux)
full HRMS résolution 60000 (m/z 100 a 700)

Data processing:

Comparaison des échantillons avec un extrait blanc (« background subtraction »)
Proposition de formule brute + 5ppm (C 0-30, H 0-60, N 0-6, O 0-15, P 0-3, |
0-6, and F 0-6), régle de I'azote, massif isotopique, MS/MS.

Interrogation base de données « Chemspider »

Identification par LC-HRMS" ou LC-ITMS", comparaison avec standards

A-Jondeau-Cabaton L. Debrauwer et al. ‘ === lN'\)A
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http://fr.wikipedia.org/wiki/Fichier:Structure_phtalate2.jpg
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fichier:Polychlorinated_biphenyl_structure.svg
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fichier:Ethinylestradiol-2D-skeletal.png

Ecole spectrométrie de masse
FT-MS o

Quelques résultats

31 mars - 4 avril 2014

HRMS [M-H]" Ry (min) Molecular formula®  MS/MS fragment  Number of  Pre-fractions

7 7
) fons (/) candidats” * 30 substances détectées
313.1762 9.3 € 5H, ON 265 155 F2+F3 .
e 209 Seulement 7 uniquement en ESI+
= 209.1292¢ 102 Cy H 50N, 191.1187 893 F2+F3
165.1396
59.0141 . e,
S s 07 CHNo ND 620 2 * 4 PE connus identifiés : BPA, nbutylparaben,
165.0418 113 CeHgOaN, ND 145 F2
MI207 20 CHON, 293 103 P 40P-monoethoxylate , 40P (levell)
168.0778 12.5 C,H, 105N 97.0773 479 F3
185.0353 149 Ci1oHO05N; 142 126 F2+F3
377.2436° 17.6 CyH3, 0N, ND 291 F2+F3 ,
w168 186 GEHON, 298 163 P24F) * 1 PE connu suspecté : DES (level2)
249
187.0510 19.0 CyoH;0.N, ND 718 F2+F3
267.0299 206 Cy5H;0s ND 4 F3 , . pe ,
= 288.0661 216 CygH, 0N 260.0714 125 F3 ® 4 Composes SUSpeCtS |nf|rmes
232.0767
182.0247
= 227.1077 26 CyH, 0, 212.0834 976 F2+F3 . s e s
1330654 * 2 inconnus caractérisés (level 1 et 2)
285.1492 234 Cy3Ha,04F ND 2 F3
CigH2203 961 OH
CH
313.2384 2456 CgH,,04 295 244 F2+F3 s He
277 N—MN ?
269 HsC / o
= 193.0866 250 €y H,,0, 137.0244 1858 F3 7
136.0162
= 163,0401 254 CoHz0, 135.0513 314 F2 CHs or
119.0503 OH
= 267.1391 256+275  CisHaOa ND 1 F2+F3
253.0870 2595 CyoH 405 ND 1276 F3 o
CoHy 0:NgF 1 o] OH
= 249.1858 26.8 CreHacOs 205.1601 801 F3 HyC
192.1158 o
269.1537 273 C4H,.0, 171.1389 920 F3
=
= 205.1592 322 C,,Hy,0, ND 1436 F2+F3
283.0396 350 C16HO,F 163 27 F2

A-Jondeau-Cabaton L. Debrauwer et al. > :;_%lN-\’A
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p Comment aller plus loin ?
Performance instrumentale

H
=
3

w 2000 Resolution : 10000
,E | d . h Accuracy: = 10 ppm
7 C,H’N,O’ F, P’S’Si’CLBr " + Profils isotopiques
E. "l:,uu_ e mm e e e e s w e g
E ® 10 ppm .
g * I5ppm -
o ® £2.5 ppm »
CI
E I.|. "t
E 500 ™ *
e
a
=
=
= 0 !

—
100 200 300 400 =050 =0.25 0.00 +0.25 +0.50

Mominal Mass Exact Mass near 400 Da
M 400.00000 Nombre maximum de compositions
2.5 ppm —470 compositions possibles pour 399.95

+ 1+

50ppm — 932 compositions
+10ppm 1860 compositions




Ecole spectrométrie de masse
FT-MS

Fe mrver Comment aller plus loin ?
Performance instrumentale

127 )
3‘lBr
S
ko |
35C|
328
—
1F =
16() m—
15N
14N
E 13C
120
e 24
— 'H
-110.00 —90..00 —?'0..00 -50I.00 -30'.00 -1 OI.OO 10.'0'0 30.00

Mass defect (mDa)

Fig. 1 The different mass defects of elemental isotopes enable a unique elemental composition for any molecule to be determined from a
sufficiently accurate mass measurement. (Adapted from [32])

Objectif une seule formule brute possible
Précision nécessaire 0,1mDa y compris en mélange complexe

ToF / Orbitrap 2-10 mDa
FT-ICR =1 mDa

M. Zedda et al.; - = lN-\’A
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7SS Comment aller plus loin ?
Recherche dans les bases de composés chimiques

Table |: Example of a molecular formula search for C gH ;307 in different chemical databases. Search date: July 2007

Database name Compounds found Total database entries
Chemical Abstracts (CAS) 181 24,000,000
Beilstein Database (MDL) 166 8,000,000
Dictionary of Matural Products (DMNP) 129 170,000
PubChem (NIH) 19 800,000
Awvailable Chemicals Directory (MDL) 6 400,000
ChemIDplus (NIH) [ 370,000
KEGG (Kyoto University) 3 13,000
MISTOS (MIST mass spectral database) 2 163,000
MOLGEM molecular isomer generator 788,000 -

(allowing 2 benzene groups; | ether group, |
keto group; 5 hydroxy groups)




m|  spectrométie de masse
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Comment aller plus loin ?

Recherche dans les bases de composés chimiques

Table 3: Number of possible molecular formulas at different levels of mass accuracy and the impact of isotopic abundance accuracy. A
mass spectrometer capable of 3 ppm but with 2% correct isotopic pattern outperforms even a (non-existing) mass spectrometer with
0.1 ppm mass accuracy! The results are computed for randomly selected targets, so single results vary but the trend remains. LEWIS

and SENIOR check was applied. Candidates with unrelated high element counts were already excluded

without isotope abundance information 2% isotopic 5% isotopic
abundance abundance
accuracy accuracy
molecular mass 10 ppm 5 ppm 3 ppm | ppm 0.1 ppm 3 ppm 5 ppm
[Da]
150 2 | [ [ | | [
200 3 2 2 I ] |
400 78 37 3 7 | pi 13
500 266 115 &4 21 1 3 33
600 505 257 |55 50 5 4 36
700 1046 538 321 |08 10 10 97
800 1964 973 599 200 20 13 11
900 3447 1712 1045 345 31 18 196

Kind-T.; Fiehn O




Manque de bases de spectres MS/MS comparables

Anal Bioanal Chem (2012) 403:2493-2502
DOT 10.1007/s002 16-012-5893-y

REVIEW

Is nontarget screening of emerging contaminants

by LC-HRMS successful? A plea for compound libraries
and computer tools

Marco Zedda - Christian Zwiener




