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Outil logiciel d’aide à la purification de spectres de masse en 
mélanges complexes

Dans le cadre de la recherche de marqueurs volatils de la qualité des aliments, nous avons développé un logiciel de purification de spectres de masse de composés volatils en coélutions chromatographiques

complexes. Ce logiciel, nommé « MS3 » pour « Mass Spectra Separation Software », permet une séparation interactive ou automatisée des spectres en mélange à partir de fichiers de données

chromatographiques. En mode interactif, différents critères sont offerts à l’utilisateur pour qu’il puisse optimiser la purification dans une zone choisie. Grâce à un algorithme de classification des formes des pics

(m/z), l’utilisateur sélectionne les plus pertinents pour purifier les spectres des composés coélués. Le logiciel MS3 a été testé sur des coélutions complexes où il a montré sa robustesse en présence de pics de

formes variées, très imbriqués et de hauteurs très différentes. Un exemple de purification de spectres dans une zone complexe est présenté ici. Ce poster est en deux parties où dans la première sont

présentées les fonctionnalités du logiciel en mode interactif ; dans la seconde partie, ses performances sont comparées à celles de 3 opérateurs expérimentés et à celles du logiciel AMDIS.

Introduction
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Identification : spectres

Les spectres purifiés par MS3 ont été identifiés, avec MSDChem, et comparés aux spectres de librairie de référence

(Wiley). Sur les figures ci-dessous, sont représentés les spectres purifiés correspondant aux pics sélectionnés à l’étape

C2 ; en rouge le spectre à identifier et en bleu le spectre de référence. L’affichage conjoint des spectres permet une

évaluation qualitative de leur similitude. Le tableau 1 donne les valeurs de la qualité d’identification des composés

trouvés.

Identification : pics

Graphique (A) : résultat de l’identification des spectres issus des 5 pics sélectionnés dans MS3 à l’étape C2. Les spectres ont été suffisamment

purifiés pour permettre d’attribuer un nom de composé à chacun des pics. A l’échelle normalisée, les courbes montrent les différences de formes et

de rapports signal/bruit des pics de la zone.

Graphique (B) : zoom à l’échelle réelle sur les pics. Cette figure met en évidence les hauteurs respectives et les positions temporelles des pics.

Certains pics ont une abondance très faible par rapport aux pics dominants. Leur rapport d’amplitude est compris entre 102 et 103. La figure montre

également la complexité et l’imbrication des pics dans la coélution.

Performances 
La comparaison des performances de MS3, du logiciel AMDIS et des opérateurs utilisant MSDChem, basée sur les identifications de référence

obtenues par analyses de type « Heartcut » est présentée dans le tableau 1. Le logiciel MS3 a permis l’identification des 5 composés, tandis que les

3 opérateurs ou AMDIS n’ont au mieux identifié que 2 ou 3 composés sur 5. La qualité d’identification avec MS3 est globalement supérieure à

celles obtenues avec le logiciel AMDIS ou avec les opérateurs. La complexité des coélutions explique la difficulté des opérateurs à obtenir

manuellement des spectres suffisamment purifiés pour être identifiés correctement.

Chargement des données

Spectres purifiés

Une fois le traitement du chromatogramme terminé, les

spectres sont affichés et sauvegardés dans des fichiers pour

leur identification ultérieure.

Exemple d’affichage de spectres purifiés

Le logiciel MS3 de purification spectrale que nous

avons développé permet d’avoir une vision détaillée

des signaux obtenus par spectrométrie de masse. Cet

outil offre aux analystes qui ne possèdent pas la

chromatographie bidimensionnelle la possibilité

d’extraire davantage de composés des signaux. Testé

sur des coélutions complexes, il a permis de proposer

des structures inaccessibles avec les logiciels auxquels

il a été est comparé. Le logiciel MS3 a montré sa

robustesse en présence de pics de formes variées, très

imbriqués et de hauteurs très différentes. En cela, il

constitue une aide précieuse lors des opérations de

dépouillement de chromatogrammes particulièrement

pour traiter les zones complexes et riches en pics

coélués où l’identification s’avère difficile voire

impossible. Toutefois, dans sa version actuelle, il ne

permet de traiter que des zones de petite taille. Dans le

cas de coélution parfaite une séparation physique par

chromatographie bidimensionnelle est indispensable.

La fonction de cette interface est de permettre

à l’opérateur de charger les données

chromatographiques, de procéder aux premiers

réglages de paramètres de calculs et d’accéder

aux différentes étapes des traitements.

L’interface rappelle également certaines

caractéristiques du signal telles que sa durée ou

l’étendu de son espace de fragments.

Région d’intérêt (RDI)

Cette interface permet à l’opérateur de définir la

zone à traiter. Les deux premiers graphiques

représentent le chromatogramme sous forme

d’une image de l’espace des fragments ainsi que

le courant ionique total (TIC). Les deux autres

graphiques correspondent à un zoom de la RDI.

Dans la partie inférieure de cette interface se

trouvent les contrôles qui permettent à l’opérateur

de définir les caractéristiques de la RDI pour la

suite des traitements.

Le logiciel MS3 (Mass Spectra Separation

Software) a été développé sous MATLAB ®. Son

fonctionnement comporte les étapes suivantes :

Chargement des données

Détermination de  la région d’intérêt

Sélection des pics pertinents

Affichage et sauvegarde des spectres purifiés

Partie 1 : Présentation du logiciel MS3

Partie 2 : Résultats et performances

Sélection des pics

Pour chacun des composés coélués, cette interface

permet de sélectionner le meilleur pic (en termes de

formes, d’intensité et de rapport signal sur bruit) . Ces

pics sont ensuite utilisés pour la purification des spectres.

Grâce à un algorithme de classification, le logiciel

regroupe automatiquement par couleurs les pics (m/z)

appartenant à un même composé coélué (même temps de

rétention).

C1 : représente les pics labélisés par couleur appartenant

potentiellement à un même composé

C2 : représente les pics sélectionnés par l'opérateur pour

chacun des composés présents

C3 : interface utilisée par l’opérateur pour sélectionner

les pics

Référence MS3 OP1 OP2 OP3 AMDIS_08

Num Nom IK obs TR Qual Qual Qual Qual Qual Qual

1 1-Heptanol 969 31,2 90 90 90 90 90

2 Benzene, (?)-ethyl-(?)-methyl 971 31,3 90 52 38 11 80

3 Hexanoic acid 972 31,3 90 83 72 53 53 72

4 Benzaldehyde 973 31,3 96 94 91

5 Benzene, (???)-trimethyl 974 31,4 95 11

Tableau 1 : Performances
IK obs : IK observé
TR : temps de rétention
Qual : qualité d’identification
OP : Opérateur

Benzene, (???)-trimethyl

Benzene, (? )-ethyl-(?)-methyl

minutes

A
Signaux bruts normalisés

B
Signaux bruts

minutes

Conclusion


