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Pourquoi la déréplication ?

Alphitonia zizyphoides (feuilles)

Activité Antifongique lors d’un screening (C. albicans)

Stratégie par micro-fractionnement

Extrait CDCl3

F1 F2 F3 F4 F5 F6 (Active)

F6-1 F6-2 F6-3 F6-…

Fractionnement / isolement

F7 …

Fractionnement

Acide bétulinique
(actif contre C. albicans)

Bertrand S. et al. Phytochemical Analysis 2014 25(2) 106-112.
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Identification de composés dans un 
chromatogramme

Identification de chaque pic.





« Les experts » Produits Naturels



Détection automatique de pics

Regroupement des ions

Pseudo-spectre



Quel composé ?

Quelle est la structure du composé ?



Quel composé ?

Quelle est la structure du composé ?

Utilisation des données de mass haute résolution



Stratégie générale
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Interprétation du 
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Stratégie générale

[M+1]

[M+2]

[M+Fa]

[M-H]

Détermination de 
la formule brute

Interprétation du 
spectre

Recherche dans les 
bases de données

Confirmation de 
l’identification

CxHyOz…

××× ××



Interprétation de spectres MS1

1- recherche des isotopes

Détermination de la formule bruteInterprétation du spectre Recherche dans les bases de données Confirmation de l’identification

[M+1]

[M+2]

[M][M+1]

[M+2]

[M]



Interprétation de spectres MS1

1- recherche des isotopes

2- recherche des adduits

Détermination de la formule bruteInterprétation du spectre Recherche dans les bases de données Confirmation de l’identification

[M+1]

[M+2]

[M+HCO2]–

[M–H]–

[M+HCO2]–

[M–H]–
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Interprétation de spectres MS1

Nielsen K.F. et al. Journal of Natural Products 2011 74 2338-2348.



Détermination de la formule bruteInterprétation du spectre Recherche dans les bases de données Confirmation de l’identification

Interprétation de spectres MS1

Kind T. et al. BMC Bioinformatics, 2007. 8 105; 
http://fiehnlab.ucdavis.edu/projects/Seven_Golden_Rules



Interprétation de spectres MS1

[M+H-H2O]+

[M+Na]+

Pas de [M+H]+ !

Streptozocin

250
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Interprétation de spectres MS1

Combinaison ionisation négative et positive
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Interprétation de spectres MS1
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Californidine

[M]+

[M]+

peonidin
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Interprétation de spectres MS1
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Interprétation de spectres MS1



Détermination de la formule brute

À partir de la masse exacte !

Seul une combinaison limitée peut expliquer m/z

[M+1]

[M+2]

[M+Fa]

[M-H]

Détermination de la formule bruteInterprétation du spectre Recherche dans les bases de données Confirmation de l’identification



Détermination de la formule brute

Quel logiciel utiliser :

 logiciels constructeurs

 Molgen-MS

 Rdisop

 MZmine

 Sirius²

Détermination de la formule bruteInterprétation du spectre Recherche dans les bases de données Confirmation de l’identification



Détermination de la formule brute

Comment ca fonctionne ?

1- définition de l’ensemble formules possible dans la limite définie par l’utilisateur 
(CHONPS…) 

Détermination de la formule bruteInterprétation du spectre Recherche dans les bases de données Confirmation de l’identification

Kind T. et al. BMC Bioinformatics, 2007. 8 105



Détermination de la formule brute

Comment ca fonctionne ?

1- définition de l’ensemble formules possible dans la limite définie par l’utilisateur 
(CHONPS…)

2- calcule de l’erreur sur m/z (en ppm) 

3- sélection des formules avec une erreur inferieur 
à la limite de l’appareil

Détermination de la formule bruteInterprétation du spectre Recherche dans les bases de données Confirmation de l’identification

http://fiehnlab.ucdavis.edu/projects/Seven_Golden_Rules/Accurate_Mass

Type Mass Accuracy
FT-ICR-MS 0.1 - 1 ppm
Orbitrap 0.5 - 1 ppm
Magnetic Sector 1 - 2 ppm
TOF-MS 3 - 5 ppm
Q-TOF 3 - 5 ppm
Triple Quad 3 - 5 ppm
Linear IonTrap 50-200 ppm



Détermination de la formule brute

Comment ca fonctionne ?

1- définition de l’ensemble formules possible dans la limite définie par l’utilisateur 
(CHONPS…)

2- calcule de l’erreur sur m/z (en ppm) 

3- sélection des formules avec une erreur inferieur 
à la limite de l’appareil

Détermination de la formule bruteInterprétation du spectre Recherche dans les bases de données Confirmation de l’identification

Kind T. et al. BMC Bioinformatics 2006 7(1) 234.

Table. Number of possible molecular formula



Détermination de la formule brute

Comment ca fonctionne ?

1- définition de l’ensemble formules possible dans 
la limite définie par l’utilisateur 

2- calcule de l’erreur sur m/z (en ppm) 

3- sélection des formules avec une erreur inferieur
à la limite de l’appareil

4- utilisation de la ressemblance des ratios 
isotopiques

Détermination de la formule bruteInterprétation du spectre Recherche dans les bases de données Confirmation de l’identification



Détermination de la formule brute

[M+1] dépend du nombre de C

[M+2] dépend du nombre de C, S, Cl, Br

Détermination de la formule bruteInterprétation du spectre Recherche dans les bases de données Confirmation de l’identification

[M+1]

[M+2]

[M]

C Br8
N O S Cl Br



Détermination de la formule brute

[M+1] dépend du nombre de 13C

[M+2] dépend du nombre de 13C, 34S, 37Cl, 81Br

avec [M+2]           détermination du présence/nombre de S, Cl, Br

Détermination de la formule bruteInterprétation du spectre Recherche dans les bases de données Confirmation de l’identification

[M+1]

[M+2]

[M]



Détermination de la formule brute

Détermination de la formule bruteInterprétation du spectre Recherche dans les bases de données Confirmation de l’identification

Donnée réelle 

Donnée prédite

Similitude des 
ratios isotopiques



Détermination de la formule brute

Comment ca fonctionne ?

1- définition de l’ensemble formules possible dans 
la limite définie par l’utilisateur 

2- calcule de l’erreur sur m/z (en ppm) 

3- sélection des formules avec une erreur inferieur
à la limite de l’appareil

4- utilisation de la ressemblance des ratios 
isotopiques
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Kind T. et al. BMC Bioinformatics 2006 7(1) 234.



Détermination de la formule brute

Que faire quand il y a plusieurs formules possibles ?

 Utiliser les données de fragmentation

Détermination de la formule bruteInterprétation du spectre Recherche dans les bases de données Confirmation de l’identification

Scheubert K. et al. Journal of Cheminformatics 2013 5 12

Phenylalanine

Présent dans la 
majorité des logiciels.



Détermination de la formule brute

Que faire quand il y a plusieurs formules possibles ?

 Utiliser la « logique » de la chimique                     « Seven Golden Rules »

Détermination de la formule bruteInterprétation du spectre Recherche dans les bases de données Confirmation de l’identification

Les 7 règles pour filtrer les formules brutes dans le cas des 

molécules neutres:

1) Limiter le nombre d’éléments pour générer les formules 

brutes

2) Vérifier LEWIS et SENIOR

3) Vérifier les ratio isotopiques

4) Vérifier le rapport H/C 

5) Vérifier le rapport N/C, O/C, P/C, S/C

6) Vérifier la probabilité du rapport H/C, N/C, O/C, P/C, S/C 
7) Vérifier la présence de -TMS (GC-MS)



Détermination de la formule brute

Détermination de la formule bruteInterprétation du spectre Recherche dans les bases de données Confirmation de l’identification

Kind T. et al. BMC Bioinformatics, 2007. 8 105



Détermination de la formule brute

Que faire quand il y a plusieurs formules possibles ?

 Utiliser la « logique » de la chimique                     « Seven Golden Rules »
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Kind T. et al. BMC Bioinformatics, 2007. 8 105



Détermination de la formule brute

Détermination de la formule bruteInterprétation du spectre Recherche dans les bases de données Confirmation de l’identification



Recherche dans les bases de données

Est-ce que cette formule existe dans les bases de données ?

Détermination de la formule bruteInterprétation du spectre Recherche dans les bases de données Confirmation de l’identification



Recherche dans les bases de données

Est-ce que cette formule existe dans les bases de données ?

Détermination de la formule bruteInterprétation du spectre Recherche dans les bases de données Confirmation de l’identification



25 bases de données

Name Type of NP Number of

entries

Complementary information Simulated

data

SOAP or API for

automated

search

MS2

spectra

UV spectra NMR spectra Biological

sources

Pathway

AntiBase Secondary metabolites 42,000 Yes Yes 13C Yes No No No

ChEBI Primary and secondary metabolites 32,000 No No No Yes No No Yes

Dictionary of Marine Natural Products Marine secondary metabolites 30,000 No Yes No Yes No No No

Dictionary of Natural Product Secondary metabolites 260,000 No Yes No Yes No No No

E. coli Metabolome Database (ECMDB) Primary and secondary metabolites 3,000 Yes No Yes Yes Yes No No

Golm Metabolome Primary and secondary metabolites 2,200 No No No Yes No No Yes

Human Metabolome database (HMDB) Primary metabolites and lipids 42,000 Yes No No Yes No No Yes

KNApSAcK Secondary metabolites 51,000 No No No Yes No No Yes

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) Primary and secondary metabolites 17,000 No No No Yes Yes No Yes

Lipid Maps Lipids 38,000 Yes No No No Yes No Yes

LipidBlast Lipids 119,000 Yes No No No No Yes No

Madison Metabolomics Consortium Database Primary and secondary metabolites 20,000 No No Yes Yes No No No

MarinLit Secondary metabolites 5,000 No Yes 1H Yes No No No

MassBank Primary and secondary metabolites 15,000 Yes No No No No No Yes

MetaboLights Primary and secondary metabolites 11,000 Yes No Yes Yes Yes No No

MetaCyc Primary and secondary metabolites 11,000 No No No Yes Yes No Yes

MetLin Primary and secondary metabolites 240,000 Yes No No No No No No

MFSearcher Primary and secondary metabolites

with a focus on flavonoids

- No No No No No No Yes

MZedDB Primary and secondary metabolites - No No No No No No Yes

NIST12 Primary and secondary metabolites 7,000 Yes No No No No No No

Plant Metabolic Network (PMN) Primary and secondary metabolites 4,000 No No No No Yes No Yes

Seaweed Metabolite Database Secondary metabolites from seaweeds 1,000 No No No Yes No No No

SuperNatural II Primary and secondary metabolites 325,000 No No No No Yes No No

RIKEN Secondary metabolites 3,500 Yes No No No No No No

Universal Natural Product Database Secondary metabolites 250,000 No No No Yes No No No

Yeast Metabolome database (YMDB) Primary and secondary metabolites 2,000 Yes No Yes Yes Yes No No
Wolfender et al. J. Chromatogr. A 2015

1382 136–164



Recherche dans les bases de données
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Recherche dans les bases de données

Attention !!
- Les bases s’interrogent séparément !

- Elle n’ont pas toujours les même données:

 Présence de MS², UV, source biologique, …    (OU PAS !!!)

 Structure sous forme de mol, SMILES, InChI, …    (OU PAS !!!)

 Identifiant: CAS, InChIKey, noms, …

- Peuvent contenir des erreurs 

Détermination de la formule bruteInterprétation du spectre Recherche dans les bases de données Confirmation de l’identification



Recherche dans les bases de données

Exemple de problème
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Recherche dans les bases de données

Exemple : C8H8O4

Détermination de la formule bruteInterprétation du spectre Recherche dans les bases de données Confirmation de l’identification

Total ~100 structures



Discrimination/Confirmation de 
l’identification

Le plus simple :

1- achat du(des) composé(s) possible(s)

2- analyse du(des) composé(s) dans les même conditions

Détermination de la formule bruteInterprétation du spectre Recherche dans les bases de données Confirmation de l’identification



Discrimination/Confirmation de 
l’identification

Comment supprimer les identifications incohérentes ?

1- éliminer les source biologiques anormales 

2- simuler les spectres MS²

3- simuler les temps de rétention

Détermination de la formule bruteInterprétation du spectre Recherche dans les bases de données Confirmation de l’identification



Discrimination/Confirmation de 
l’identification

1- éliminer les source biologiques anormales 

Comparaison de notre source avec 
celle(s) rapporté(s) pour le composé

Détermination de la formule bruteInterprétation du spectre Recherche dans les bases de données Confirmation de l’identification

 
Fig. S7. Number of positive matches (mean values of all the highlighted metabolites in that study) in the Dictionary of Natural 
Product (Dictionary of Natural Products on DVD 2012 Vol. 21:2, CRC Press, Taylor & Francis Group) based on HR-MS data (15 
ppm accuracy) and limited to biological source similarities (according to Catalogue of Life, Species2000, 
http://www.catalogueoflife.org). 
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Bertrand S. et al. Molecular BioSystems 2014 10(9) 2289-2298; http://www.catalogueoflife.org/

Fusarium oxysporum Salvia corrugata

Règne Fungi Plantae

Embranchement Ascomycota Tracheophyta

Classe Sordariomycetes Magnoliopsida

Ordre Hypocreales Lamiales

Famille Nectriaceae Lamiaceae

Genre Fusarium Salvia 



Discrimination/Confirmation de l’identification

Données accessibles par exemple sur catalogue of life 
(http://www.catalogueoflife.org/) 
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Discrimination/Confirmation de l’identification

Données accessibles aussi via Pubmed
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Discrimination/Confirmation de 
l’identification

Comment simuler les spectres MS²
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Discrimination/Confirmation de 
l’identification

Détermination de la formule bruteInterprétation du spectre Recherche dans les bases de données Confirmation de l’identification

Simulation

Comparaison 
avec le spectre 

mesuré

Plus similaire

Moins similaire

Plus probable

Moins probable



Discrimination/Confirmation de l’identification
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http://cfmid.wishartlab.com/



Discrimination/Confirmation de l’identification
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Limitation aux fragments existant 
dans MassBank, Metlin, GMD

http://msbi.ipb-halle.de/MetFusion/



Discrimination/Confirmation de l’identification
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http://www.emetabolomics.org/magma



Discrimination/Confirmation de l’identification
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http://cfmid.wishartlab.com



Discrimination/Confirmation de 
l’identification

Que choisir ?

Détermination de la formule bruteInterprétation du spectre Recherche dans les bases de données Confirmation de l’identification

Testez et faite vous votre idée !



Discrimination/Confirmation de l’identification

Détermination de la formule bruteInterprétation du spectre Recherche dans les bases de données Confirmation de l’identification

Améliorations: 

 utilisation des 
temps de rétention

L’obtention de modèle 
générique est complexe !





Niveau 1 - Identification certaine 
Obtenue par comparaison avec un standard dans 
les mêmes conditions analytiques (deux 
propriétés).

Niveau 2 - Identification probable 
Par comparaison avec des spectres de banques 
spectrales externes.

Niveau 3 - Identification partielle
Présentant des similarités avec des spectres de 
composés connus ou des spectres in silico.

Niveau 4 - Composé non-‐identifié
Composé inconnu mais dont la présence est 
décelable.

Les résultats de déréplication



 1 pic                   1 jour

 40 pics              40 jours

Et avec des profiles haute résolution ?

La déréplication

Al-Massarani et al. 2011 Phytochemistry 79: 129-140
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La déréplication…



Trucs et astuces pour aller plus vite !

Comment faire pratiquement ?

1- chercher dans les bases de données avec m/z puis filtrer

2- utiliser MZmine 2



Trucs et astuces pour aller plus vite !

Comment faire en pratique ?

1- chercher dans les bases de données avec m/z puis filtrer

2- utiliser MZmine 2

3- automatiser le processus



Trucs et astuces pour aller plus vite !

txt



Que faire si le composé n’existe pas 
dans les bases de données ?



Merci pour votre attention !


