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Plan du cours 

 

Comment obtenir des spectres aussi représentatifs que 
possible de l’échantillon ? Quels sont les problèmes 
rencontrés? 

 

Comment obtenir un spectre avec une bonne précision sur la 
mesure de masse (méthodes de recalibration)? 

 

Comment attribuer les signaux : du manuel à l’automatique? 

 

Comment représenter efficacement les données? 

 

Des exemples ?  
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Obtenir un spectre représentatif 

Discrimination des ions 

3 

  
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Discrimination associée au 

transfert des ions 

4 

 Vbp 100 V – RF 1,84 MHz 

 Vbp 100 V – RF 1,84 MHz 

 Vbp 150 V – RF 1,84 MHz 

 Vbp 200 V – RF 1,84 MHz 

  
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Le problème de la calibration 

Mesure de la masse exacte 

Equations Fondamentales (FTICRMS) 
– Le rapport masse sur charge d’un ion est calculé à partir 

de la fréquence cyclotronique 

• Dans le cas le plus simple où l’on ne considère que le 
champ magnétique B :  

ωc = qB0/m 

• Une équation plus juste est de considérer la 
diminution de ωc par les oscillations de piégeage dues 
à l’application d’un champ électrique piégeage : 

ωo =  ωc – 2αVT/a2B0 

a paramètre dépendant de la géométrie de la cellule 
VT potentiel de piégeage 
a distance entre les plaques de piégeage 
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Le problème de la calibration 

Mesure de la masse exacte 

Effets de charges d’espace (FTICRMS) 
– Les effets de charges d’espace sont à associer aux 

champs électriques créés par les ions eux-mêmes 
lorsqu’ils sont stockés dans la cellule d’analyse.  

• Ainsi, le potentiel de piégeage est abaissé de 0.05V 
lorsque 106 ions sont dans la cellule. 

• Une équation plus précise correspond donc à prendre 
en compte cette contribution et donc de considérer le 
champs magnétique, les oscillations de piégeage et 
les effets de charges d’espace: 

ωo =  ωc – 2αVT/a2B0 – qρGi/εoB0 

q charge 
r densité de charge 
Gi facteur géométrique associé aux nuages d’ions 

En fait, les effets de charges se répartissent en deux composantes celui à l’intérieur d’un paquet d’ions 
de m/z donné et celui associé aux paquets d’ions possédant une autre valeur de m/z 

Masselon, Tolmachev, Anderson, Harkewicz, Smith JASMS 2002; 13: 99-106. 
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Le problème de la calibration 

Mesure de la masse exacte 

Equations de Calibration (FTICRMS) 
– Pour une meilleure précision sur la mesure de masse, le 

potentiel de piégeage, la force du champs magnétique et 
le nombre d’ions sont maintenus constants (cas de milieu 
très dilué r~0 ou prise en compte de l’intensité totale).  

ωo =  ωc – 2αVT/a2B0 – qρGi/εoB0 

 

 2pf qB0/m  A/(m/z)      B 

– Soit  

f =  K1/(m/z) + K2 

K1 et K2 : paramètres ajustables 
f : fréquence observée 

  

Constant 
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Le problème de la calibration 

Mesure de la masse exacte 

Equations de Calibration (FTICRMS) 
– Limite diluée ou prise en compte de l'intensité totale 

 

 

 

– Correction de la densité pour le paquet d'ion i 

 

 

 

– Prise en compte d'une intensité totale variable.  

 

   

𝒇 =  
𝑲𝟏
𝒎
𝒛 
+ 𝑲𝟐 

𝒎
𝒛 =  

𝑲𝟏
𝒇 − 𝑲𝟐

 𝒎
𝒛 =
𝑨

𝒇
+
𝑩

𝒇𝟐
 

𝒇 =  
𝑲𝟏
𝒎
𝒛 
+ 𝑲𝟐 +𝑲𝟑𝑰𝒊 

𝒎
𝒛 =  

𝑲𝟏
𝒇 − 𝑲𝟐 −𝑲𝟑𝑰𝒊

 𝒎
𝒛 =
𝑨

𝒇
+
𝑩 + 𝑪𝑰𝒊
𝒇𝟐

 

𝒇 =  
𝑲𝟏
𝒎
𝒛 
+ 𝑲𝟐 + 𝑲𝟑𝑰𝒊 +𝑲𝟒𝑰𝒕𝒐𝒕 

𝒎
𝒛 =  

𝑲𝟏
𝒇 − 𝑲𝟐 −𝑲𝟑𝑰𝒊 −𝑲𝟒𝑰𝒕𝒐𝒕 

 

𝒎
𝒛 =
𝑨

𝒇
+
𝑩 + 𝑪𝑰𝒊 +𝑫𝑰𝒕𝒐𝒕

𝒇𝟐
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Le problème de la calibration 

Mesure de la masse exacte 

Moyenne 0,72 ppm 0,69 ppm 

P25 0,34 ppm 0,33 ppm 

P50 0,65 ppm 0,62 ppm 

P75 1,02 ppm 0,98 ppm 

Serreur 0,015 ppm 0,008 ppm 

𝒎
𝒛 =
𝑨

𝒇
+
𝑩

𝒇𝟐
 𝒎 𝒛 =

𝑨

𝒇
+
𝑩+ 𝑪𝑰𝒊
𝒇𝟐

 

Résultats (FTICRMS)    
       

 

 

      Valeur absolue des erreurs 
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Le problème de la calibration 

Mesure de la masse exacte 

Equation de Calibration en Orbitrap 
– Limite diluée (équation simple) 

 

 

– Effet de charge d’espace dépendant de la quantité totale 
de charge Q 

 

 

– Pour prendre en compte totalement ces effets, on ajoute 
un troisième terme.  

 

Le problème est la prise en compte des erreurs systématiques dans le 
cadre de l’emploi de la calibration externe.  

 

𝒎
𝒛 =
𝑩

𝒇𝟐
 

𝒎
𝒛 =
𝑩(𝑸)

𝒇𝟐
+
𝑪(𝑸)

𝒇𝟑
 

Kozhinov, Zhurov, Tsybin Anal Chem 2013; 85: 6037-6445. 

𝒎
𝒛 =
𝑩(𝑸)

𝒇𝟐
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Le problème de la calibration 

Mesure de la masse exacte 

Exemple 
 

 

 

 

 

– L’erreur dépend à la fois du rapport m/z et de 
l’abondance. Il faut l’estimer et la corriger 

– Stratégie 

• définir des calibrants internes 

• définir la fonction erreur e pour ces calibrants 

 

 

• Augmenter la précision de la mesure en minimisant ej 

𝜺𝒋 = 𝜺
𝒎
𝒛 𝒋; 𝑨𝒋 =

𝒎
𝒛 𝒐𝒃𝒔,𝒋 −

𝒎
𝒛 𝒋

𝒎
𝒛 𝒋

 

Kozhinov, Zhurov, Tsybin Anal Chem 2013; 85: 6037-6445. 
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Le problème de la calibration 

Mesure de la masse exacte 

• de façon globale pour les n calibrants, la minimination 
des ej conduit à la fonction erreur pondérant chaque 
erreur d’un poids wj 

 

 

 

 
• l’estimation de la fonction erreur sur la masse est 

réalisée au travers d’un approche binomiale 

• on procède ensuite par décomposition du spectre de 
masse en n – 1 intervalles entre chaque calibrant pour 
définir la fonction erreur sur les abondances 

• finalement , on effectue une séparation des variables 
m/z et A  

Kozhinov, Zhurov, Tsybin Anal Chem 2013; 85: 6037-6445. 

𝜺 𝒎 𝒛 = 𝝎𝒋𝜺𝒋

𝒏

𝒋=𝟏

 

𝜺𝒋
𝒎
𝒛 ; 𝑨 = 𝜺𝒋

𝒎
𝒛 +𝜺𝒋 𝑨  
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Le problème de la calibration 

Mesure de la masse exacte 

 

Kozhinov, Zhurov, Tsybin Anal Chem 2013; 85: 6037-6445. 

48 calibrants 

208,1 <m/z< 854,8 
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Le problème de la calibration 

Mesure de la masse exacte 

 

Kozhinov, Zhurov, Tsybin Anal Chem 2013; 85: 6037-6445. 

Détermination de la 

fonction 

𝜺 𝒎 𝒛  
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Le problème de la calibration 

Mesure de la masse exacte 

 

Kozhinov, Zhurov, Tsybin Anal Chem 2013; 85: 6037-6445. 

Validation en 

considérant la 

distribution des 

CxHyN (843 signaux) 

Nouvelle attribution 
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Le problème de la calibration 

Mesure de la masse exacte 

 

Kozhinov, Zhurov, Tsybin Anal Chem 2013; 85: 6037-6445. 

Détermination de la 

fonction 

𝜺 𝑨  
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Le problème de la calibration 

Mesure de la masse exacte 

 

Kozhinov, Zhurov, Tsybin Anal Chem 2013; 85: 6037-6445. 
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Identification des espèces 

Attribution par analyse directe de la masse exacte    
  

   
● 

285,04015 

285,05588 

285,07089 

285,07652 

285,09212 

C15H9O6
¯ 

C19H9O3
¯ 

C23H9
¯ 

C16H13O5
¯ 

C20H13O2
¯ 

Elemental Composition Search Report: 
 
Target Mass: 
 Target m/z = 285.04015 ± 2.00ppm 
 Charge = -1 
 
Possible Elements: 
 Element: Exact Mass: Min: Max: 
 C  12.000000 0 100 
 H  1.007825 0 100 
 N  14.003074 0 1 
 O  15.994915 0 100 
 S  31.972071 0 1 
 
Additional Search Restrictions: 
 DBE Limit Mode = Both Integer and Half-Integer 
  -Minimum DBE = 0 
  -Maximum DBE = 100 
 
Search Results: 
 Number of Hits = 1 
 
 m/z  Delta m/z (ppm) DBE  Formula   
 285.04046  -1.10   11.5  C15H9O6

-1
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Notion de DBE 

« Double-bond equivalent » 

Détermination du nombre d’insaturations: 

double liaisons ou cycles 

 

 
Ni : Nombre d’atomes i 

Vi : Valence de l’atome i 

Pour les atomes les plus courants : 

 

 
(les atomes bivalents n’ont aucune incidence sur le calcul) 

 

Si la valeur de DBE est entière : radical ion 

 19 

2

)2V(N

1DBE

maxi

i

ii 



)22(
2

1
1 PNIBrClFHSiCDBE 

Kind, Fiehn BMC Bioinformatics 2007; 8: 105. 
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Les six règles d’or pour 

l’attribution 

1. Limiter le nombre d’atomes pour un élément 

donné 
 Un certain nombre de règles peuvent être appliquer en prenant 

comme point de départ les bases de données en spectrométrie 

de masse 

 

 

 

 

 

 

 

20 

)22(
2

1
1 PNIBrClFHSiCDBE 

Kind, Fiehn BMC Bioinformatics 2007; 8: 105. 
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Les six règles d’or pour 

l’attribution 

2. Respect des règles de Lewis 
 Application des règles de Chimie classiques portant sur la 

valence des éléments, la notion de paires liantes et non liantes, 

la valence des différents atomes, règle de l’octet et 

extension,… (attention les générateurs de formules chimiques 

n’incluent pas cette règle en général) 

 

3. Utilisation de la distribution isotopique 
 La distribution relative des contributions isotopiques à M+1 et 

M+2 permet d’identifier les composés contenant du soufre, du 

chlore ou du brome 

 

 Exemple des 45 000 composés présents dans la base de données 

Wiley 

21 

Kind, Fiehn BMC Bioinformatics 2007; 8: 105. 
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Les six règles d’or pour 

l’attribution 

22 

Kind, Fiehn BMC Bioinformatics 2007; 8: 105. 
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Les six règles d’or pour 

l’attribution 

4. Rapport Hydrogène/Carbone – Valeur de DBE 
 Le rapport H/C est compris généralement entre 0 (carbone pur) 

et 3 (cf valence du carbone) 

 Dans certain cas, il peut être plus élevé 

  4 : méthane CH4      6 : méthylhydrazine CH6N2 

  

  

 

 

 

 

 

 Dans tout les cas (sauf adduit NH4
+ et ? pour les molécules 

saturées) DBE ≥ 0 

23 

Kind, Fiehn BMC Bioinformatics 2007; 8: 105. 

Lobodin, Marshall, Hsu Anal. Chem. 2012; 84: 3410-3416. 
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Les six règles d’or pour 

l’attribution 

 

24 
Lobodin, Marshall, Hsu Anal. Chem. 2012; 84: 3410-3416. 

)22(
2

1
1 PNIBrClFHSiCDBE 
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Les six règles d’or pour 

l’attribution 

 

25 
Lobodin, Marshall, Hsu Anal. Chem. 2012; 84: 3410-3416. 
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Les six règles d’or pour 

l’attribution 

5. Distribution relative des éléments 
 Il s’agit d’une extension de la règle précédente à l’ensemble 

des atomes contenus dans l’espèce analysée 

  

26 

Kind, Fiehn BMC Bioinformatics 2007; 8: 105. 
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Les six règles d’or pour 

l’attribution 

6. Nombre maximum d’hétéroatomes 
 Sur la base des composés déjà référencés dans la base de 

données Beilstein et dans celle des produits naturels, on peut 

définir un nombre limite d’hétéroatomes (N, O, P et S) 

  

27 

Kind, Fiehn BMC Bioinformatics 2007; 8: 105. 
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Identification des espèces 

Sur la base de ces règles et de la mesure de la masse 
exacte, il est possible d’attribuer l’ensemble des espèces 
détectées sur une spectre très haute résolution 

Cependant 
• Le nombre de signaux observés peut-être très élevé (jusqu’à 

plusieurs dizaines de milliers – pétroléomique) 

• La précision sur la mesure de masse n’est plus suffisante pour avoir 
une attribution non ambigüe quand m/z augmente 

• La résolution n’est plus forcément suffisante pour distinguer les 
différentes contributions 
 

 

 

 

 

 

Des solutions alternatives, automatiques et itératives doivent 
être trouvées 

  

   

0 6 12 18 34 40 

C15H27(CH2)nO3S2
+ 319.14071 403.23461 487.32851 571.42241 655.51631 739.61021 

C15H19(CH2)nN4O4
+ 319.14120 403.23508 487.32898 571.42288 655.51678 739.61068 

D (ppm) 
-1.47 -1.17 -0.96 -0.82 -0.72 -0.64 
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Utilisation des défauts de masse 

Sleno JMS 2012; 47: 226-236. 
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Utilisation des masses de 

Kendrick 

Calcul de la masse de Kendrick KM : 

 

 

 

Défaut par rapport à masse de Kendrick KMD : 

 

Avantages : 

– Tout les dérivés alkylés d’un composé possède le 

même défaut par rapport à la masse de Kendrick. 

– KMD est directement lié au nombre d’insaturations. 

– Les KM et KMD peuvent être calculés avec d’autres 

motifs ou bases (H2, O, CH2O,…) 

01565,14

00000,14
mesuréeexactemasseKM 

KMaleminnomasseKMD 

14,01565  masse d’un groupement méthylène CH2 
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Utilisation des masses de 

Kendrick 
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Utilisation des masses de 

Kendrick 

CxHyO6
– 

C17H7(CH2)nO6
– 

1 2 3 4 5 6 

C17H3(CH2)4(H2)mO6
– 

1 

2 

3 

4 

0 

C17H3(CH2)4(H2)4O6
– 

C13H3(CH2)8O6
– 

13C12C12H3(CH2)9-12O6
– 
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Utilisation des masses de 

Kendrick 

CxHyO6
– 

CxHyO6
●– 

Distinction entre espèces radicalaires et non radicalaires 
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Utilisation des masses de 

Kendrick 

Les valeurs de KMD par rapport à CH2 sont tabulées 

Elles sont données 

– en ions positifs ou négatifs; 

– en fonction du nombre et de la nature des 

 hétéroatomes; 

– de – z définissant le degré d’insaturation: 

CnH2n+zX 

– la série – 1 correspond à CnH2n-1
–  

– la série – 2O correspond à CnH2n-2O
●–  

– la série – 1O2 correspond à CnH2n-2O2
–  
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Ions négatifs 
KMD  Séries  
0.01285 -1 

0.01955 -2 

0.02542 -1N 

0.02625 -3 

0.03212 -2N 

0.03295 -4 

0.03580 -1O 

0.03882 -3N 

0.03965 -5 

0.04250 -2O 

0.04552 -4N 

0.04635 -6 

0.04836 -1NO 

0.04920 -3O 

0.05222 -5N 

0.05305 -7 

0.05506 -2NO 

0.05590 -4O 

0.05875 -1O2 

0.05892 -6N 

0.05975 -8 

0.06176 -3NO 

0.06260 -5O 

0.06544 -2O2 
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Utilisation des défauts de masse 

Analyse de pétrole Contaminants chlorés 

Taguchi et al. JASMS 2011; 21: 1918-1921. Marschall et al. Acc. Chem. Res. 2004; 37: 53-59. 
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Utilisation des masses de 

Kendrick 

CxHyO6
– 

CxHyO4
– 

Analyse de proche en proche – Principe des algorithmes utilisés 

C29H19O6
– 

C29H15O4
– 

D = (H2O)2 
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Des masses de Kendrick au tri 

par les masses de David 

Dans un spectre de masse de milieu complexe, 

beaucoup d’espèces sont corrélées (séparées par 

un incrément de masse constant) 

Principe: 

– utilisation des données brutes 

– définition des incréments à rechercher : 

• 14.01465  CH2 

• 1.00335  différence entre 12C et 13C 

• 1.00335/n  différence entre 12C et 13C (ion multichargé) 

• 30.01056  OCH2 

• … 

– définition de l’erreur à prendre en compte 

37 

Grinhut et al. RCM 2010; 24: 2831-2837. 
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Des masses de Kendrick au tri 

par les masses de David 

38 

Grinhut et al. RCM 2010; 24: 2831-2837. 

Différence de CH2 

Ions mono-chargés 

Ions di-chargés 
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Des masses de Kendrick au tri 

par les masses de David 

39 

Grinhut et al. RCM 2010; 24: 2831-2837. 

Différence de CH2 

Carte de Kendrick globale 

Ions mono-chargés 

Ions di-chargés 
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Application des masses de David 

à des NOM 

40 

Grinhut et al. RCM 2010; 24: 2831-2837. 

Différence de CH2 Carte de Kendrick globale 

Ions mono-chargés Ions di-chargés 

15 420 signaux 

2 446 signaux 1 065 signaux 
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Application des masses de David 

à des NOM 

Identification de 10 motifs de répétition : 

– CH2, OCH2, CO, H2, COO, H2O, O2, NH3 

– CH4/O 

– O2 – CH4 

Attribution des espèces à l’aide d’un réseau « neuronal » 

 

41 

Grinhut et al. RCM 2010; 24: 2831-2837. 

Logiciel Composer Sierra Analytics 
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Vers une approche sans a priori 

Logiciel FIRAN 

Principe est le même que précédemment mais sans avoir 

recours à des à priori (analyse plus globale) 

– Importation des données brutes 

– Détermination de l’état de charge 

(recherche des écarts 1.00335/n) 

– Création d’une liste de pics mono-

isotopiques 

– Calcul de toutes les différences de 

masse (génération d’une matrice) 

– Calcul des probabilités d’avoir une 

différence de masse déterminée 

– Calcul du spectre TMDS (total mass 

difference statistics) 

– Application d’un filtre (cutoff pour les 

faibles probabilités) 

42 

Kunenkov et al. Anal Chem 2009; 81: 10106-10115. 
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Vers une approche sans a priori 

Logiciel FIRAN 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’attribution des signaux observés se fait alors de proche en 

proche sur la base des différences de masse observées : 

– Incrément de 2.016 ajout de deux atomes d’hydrogène 

– Incrément de 0.036 remplacement d’un atome d’oxygène par un motif 

CH4 

43 

Kunenkov et al. Anal Chem 2009; 81: 10106-10115. 
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Vers une approche sans a priori 

Logiciel FIRAN 
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Kunenkov et al. Anal Chem 2009; 81: 10106-10115. 

Polystyrène sulfonate de sodium 

(C8H7SO3
–)n 

Espèces Protonées/ Espèces sodées 

Monomère styrène sulfonate 

Monomère styrène sulfonate de sodium 
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Vers une approche sans a priori 

Logiciel FIRAN 
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Kunenkov et al. Anal Chem 2009; 81: 10106-10115. 

Acides Fulviques 
3 016 signaux 

10 motifs !!! 
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Utilisation des KMD généralisées 

 

 

 

– Détermination des différences de 

KMD (même principe que 

Kunenkov et al.) 

– Sélection des 200 à 500 les plus 

fréquentes et production d’une 

librairie (élément avec des 

stœchiométrie positive ou 

négative) et création du réseau 

– Sur la base du réseau et de la 

connaissance de quelques 

composés (librairies),  

détermination de la formule de 

toutes les contributions connectées 

(processus itératifs) 
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Kilgour et al. Anal Chem 2012; 84: 7431-7435. 

+C 

+O 

15,9949

0000,16
)(  mesuréeexactemasseOKM

)(min)( OKMalenomasseOKMD 
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Utilisation des KMD généralisées 

47 

Kilgour et al. Anal Chem 2012; 84: 7431-7435. 
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Vers les KMD de degré 2 et 3 

Calcul du défaut de masse au premier ordre CH2 

 

 

– Pour les espèces C12+nH26+2n-2z (n = 0 – 10 et z = 1 – 5) 

– Dans ce cas on préfère prendre: 

 

 

• Pour les espèces avec un 

défaut de masse positif (H2) 

 

• Pour les espèces avec un 

défaut de masse négatif 

 

48 

Roach et al. Anal Chem 2011; 83: 4924-4929. 

01565,14

00000,14
)( 2  mesuréeexactemasseCHKM )()( 22 CHKMaleminnomasseCHKMD 
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222
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222 CHCHCH M,1)MPlafond(MD 
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)(

))((
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Vers les KMD de degré 2 et 3 

Calcul du défaut de masse au second ordre H2 / O 
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Attention, il y a des erreurs dans les formules de la publication 

)()()( 2

,

2

,

2

, 222222
ionM,1)ionMPlafond(ionMD HCHHCHHCH 

Roach et al. Anal Chem 2011; 83: 4924-4929. 
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Vers les KMD de degré 2 et 3 

Calcul du défaut de masse au 3ème  ordre O / H2 
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Attention, il y a des erreurs dans les formules de la publication 

)](),(mod[)( 2

,

2

,

3

,, 222222
OMDionMDionMD HCHHCHOHCH 

Roach et al. Anal Chem 2011; 83: 4924-4929. 

)](),(mod[)( 2

2

,

2

,

3

,, 2222
HMDionMDionMD OCHOCHHOCH 

Attention, problème de bouclage notamment avec , les défauts de masse étant compris entre 0 et 1 d’après le 

calcul, il faut leur ajouter 1, 2, … pour les corriger 

 

 

12 997 signaux 480 points 25 points 
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Vers les KMD de degré 2 et 3 

Cas théorique sur les espèces C12+nH26+2n-2zO0-2S0-2N0-2 

n = 0 – 10 et z = 1 – 5 
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15 points 

974 signaux 75 points 
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Représentation des données 
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Représentation des données 

diagrammes de Kendrick 
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Représentation des données 

DBE fonction du nombre de C 
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Représentation des données 

DBE fonction de m/z 
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CxHy 

CxHyOz 
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Représentation des données 

O/C fonction de m/z 
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Représentation des données 

Diagramme de Van Krevelen 
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Représentation des données 

Indice d’Aromaticité 
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NOC

HOC
AI






5,01

Aromatiques Condensés 

Aliphatiques 

Aromatiques 


