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Alimentation  lien important entre l’environnement et l’homme 
      principale source de composés chimiques trouvés chez l’humain. 
 
La plupart des maladies chroniques de l’homme peut être attribuée à l’exposition passée 
ou présente à des contaminants chimiques présents dans notre alimentation. 
(source OMS : http://www.who.int/foodsafety/chem/TDS_recipe_2005_en.pdf). 

Quelques familles de contaminants organiques de 
l’alimentation 

Pesticides 
Phtalates, Alkylphenols, Bisphenols 
HAP 
PCB / PCDD 
Composés perfluorés 
Retardateurs de flamme polybromés 
Mycotoxines 
Médicaments vétérinaires 
Produits néoformés (HAP, AAH, acrylamide, furane…) 

Contaminants chimiques et alimentation 



Source 
d’exposition 

Absorption 
Métabolisme 

Site d’act° 
toxicologique 

Effets biol. 
précoces 

Altération  
Structure / fonction  

Issue indésirable 

Détermination  
exposition 

Taux  
plasma/ urines  

Interaction / 
 site cible 

(ex :génotoxines) 

Evènements  
moléculaires précoces 

Expr. Gènes 
Protéomique 

Métabonomique 

Dose externe Dose interne 
Dose  

biologiquement  
active 

Biomarqueurs de sensibilité 

Biomarqueurs d’exposition Biomarqueurs d’effets 

Exposition aux contaminants toxiques 
(chronique / faibles doses) 

D’après P.B. Farmer, R. Singh, Mutat Res 659 (2008) 68-76 



Analyse de contaminants toxiques à l’état 
de traces dans des matrices complexes 

Sensibilité 
Sélectivité 

La sensibilité est très souvent conditionnée par la sélectivité 



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 
Quadripôles 
Limites de détection  1-5 ng 
Masse exacte / haute résolution non 

Sensibilité / sélectivité 

2000-2010 
LC-MS = technique de routine 
ESI, APCI (APPI) 
(triple) quadripôles, pièges 2D/3D, hybrides (Q-q-LIT, Q-q-ToF, Orbitrap) 
Limites de détection  < 0.1 pg 
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 

 
Intérêt de la très haute résolution pour l’identification structurale 
de métabolites de contaminants 
 Composés polybromés 

 Pesticides  
 Mycotoxines 

 
Nouvelles approches semi-ciblées / non ciblées grâce à la FT-MS 
 Alcénals 

 Métabolites de pesticides 
 Perturbateurs endocriniens 



Analyses ciblées multi-résidus : la LC-MS/MS (MRM) 
comme outil de référence 

O.J. Pozo et al., 
Anal. Bioanal. Chem. 389 (2007) 1765. 



L. Allen et al. 
ASMS Conference (2009) poster WPY 605. 

Analyses ciblées multi-résidus : les possibilités de 
screening large offertes par la LC-HRMS 



Z. Skrabakova et al. 
Rapid Commun. Mass Spectrom. 24 (2010) 2966. 

Analyse de toxines  sur LTQ-Orbitrap 



Analyse de toxines  sur LTQ-Orbitrap 

Acquisition non ciblée 
Extraction signaux HR 

Confirmation 
MS/MS (HCD) 
Data dependant 

Z. Skrabakova et al. 
Rapid Commun. Mass Spectrom. 24 (2010) 2966. 



SRM vs. HRMS 

M. Krauss, H. Singer, J. Hollender. 
Anal. Bioanal. Chem., 397 (2010) 943-951. 

N-nitrosopiperidine 

Détectée dans 
certains aliments 
fumés 
(poisson,bacon,…) et 
autres aliments 
conservés avec du 
nitrite de sodium 



MRM 
(faux positif) 

MRM vs. HRMS 

Kaufmann A. et al., 
Anal. Chim. Acta (2010) 673, 60 

Nitroimidazole (miel) 

m/z 142 > 96 
m/z 142 > 96 

m/z 142 > 112 
m/z 142 > 112 

Standard 
Ech. miel 



Kaufmann A. et al., 
Anal. Chim. Acta (2010) 673, 60 

142,06109 ± 2 mDa 

MRM vs. HRMS 



Etc… 

Vanhaecke L. et al., 
Anal. Chim. Acta (2013) 767, 118 

Sensibilité plus faible 
 Valeurs élevées 

MRM vs. HRMS 



Utilité de la très haute résolution pour la 
sélectivité de détection 

Kellmann M. et al., 
J. Am. Soc. Mass Spectrom. (2009) 20, 1464 

interférence 
 ± 5 ppm 

Risque de faux 
négatif à 

R < 25000 



Kellmann M. et al., 
J. Am. Soc. Mass Spectrom. (2009) 20, 1464 

Sélectivité de détection : importance de la 
précision de la mesure 

R = 100000 
± 2 ppm 
 
 3 pics 



Bateman M. et al., 
J. Am. Soc. Mass Spectrom. (2009) 20, 1441 

Vitesse d’acquisition, résolution et précision 

Nbre de points pour 
définition du pic 
chromatographique 
(quantification) 



Full scan MS et MS/MS 

Bateman M. et al., 
J. Am. Soc. Mass Spectrom. (2009) 20, 1441 



C. Marteau, L. Debrauwer et al., 
Rapid Commun. Mass Spectrom. (2012) 26, 599 

OBr Br

Br BrOH

OBr

Br Br

Br

OH

Utilité de la FT-MS pour la confirmation de 
métabolites : exemple des PBDE 



[M-H]-  

3-OH-BDE-47 

[M-H-HBr]-  

5’-OH-BDE-99 

R = 15 000 

R = 30 000 

R = 60 000 

C. Marteau, L. Debrauwer et al., 
Rapid Commun. Mass Spectrom. (2012) 26, 599 

4 Br 

5 Br - 1 

Utilité de la FT-MS pour la confirmation de 
métabolites : exemple des PBDE 



Autre exemple : métabolisme du tétrabromobisphenol-A 
chez le têtard de Xénope 

4BrBPA0903 #3-26 RT: 0,04-0,33 AV: 24 NL: 6,44E6
T: - c Full ms [150,00-800,00]
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Métabolite 3 
(NI-ESI-MS) 

542,65 

[M-H]- 

544,62 

J.B. Fini, L. Debrauwer et al., 
Tox. Sci. (2012)155, 359. 

http://www.grenouilles.free.fr/especes/images/Crapaud-Xenope-1.jpg
http://xenopus.univ-rennes1.fr/image/photos_xenopes/st48.jpg
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Exp. 542,79289  
 
C15H12O5Br3S 
Calc. 542,79296 
 0.13 ppm 

 
C15H11O2Br4 

Calc. 542,74461  
 89.1 ppm 

Exp. 542,74481 
 
C15H11O2Br4 

Calc. 542,74461  

 0.37 ppm 
 

C15H12O5Br3S 
Calc. 542,79296  
 88.8 ppm 

Autre exemple : métabolisme du tetrabromobisphenol-A 
chez le têtard de Xénope 

J.B. Fini, L. Debrauwer et al., 
Tox. Sci. (2012)155, 359. 



FTMSfipro0109 #7-46 RT: 0,06-0,41 AV: 40 NL: 5,80E6
F: FTMS - p ESI Full ms [150,00-600,00]
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Identification structurale : masse exacte et 
composition élémentaire 
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d -1,9 ppm 
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fipronil10-14_1 #160-175 RT: 0,38-0,50 AV: 16 NL: 4,53E6
F: FTMS - p ESI Full ms [150,00-600,00]
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F: FTMS - p ESI Full ms [150,00-600,00]
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fipronil10-14_1 #217-234 RT: 0,98-1,45 AV: 18 NL: 3,62E6
F: FTMS - p ESI Full ms [150,00-600,00]

434,86 434,88 434,90 434,92 434,94 434,96 434,98 435,00

m/z

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

70

75

80

85

90

95

100

Re
lat

ive
 A

bu
nd

an
ce

434,92647
434,92947 

434,92948 

434,92946 

R 30000 

R 60000 

R 100000 

434,86 435,00 

J.P. Cravedi, L. Debrauwer et al., 
Chemosphere (2013)93, 2276. 



fipronil10-14_1 #222-232 RT: 1,12-1,39 AV: 11 NL: 3,56E6
F: FTMS - p ESI Full ms [150,00-600,00]
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fipronil10-14_1 #216-233 RT: 0,96-1,42 AV: 18 NL: 2,02E5
F: FTMS - p ESI Full ms [150,00-600,00]
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fipronil10-14_1 #216-233 RT: 0,96-1,42 AV: 18 NL: 2,43E6
F: FTMS - p ESI Full ms [150,00-600,00]
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Rmin = 345000  FT-ICR !!! 

Identification structurale : résolution des massifs isotopiques 

J.P. Cravedi, L. Debrauwer et al., 
Chemosphere (2013)93, 2276. 



Application : métabolites secondaires de Aspergillus fumigatus 
 

Blé 12C 

99% 12C 

1% 13C 

Blé 13C 

3% 12C 

97% 13C 

Blé 13C15N 

53% 13C 

96% 15N 

Culture Aspergillus fumigatus sur blé 

Blé 12C 

99% 12C 

1% 13C 

Culture blanche 

Stratégie : marquage uniforme par isotopes stables (13C 15N) 
identification de nouveaux métabolites (potentiellement mycotoxines) 

Discrimination de composés non biologiques 
 

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

P. Cano,  L. Debrauwer et al., 
Anal. Chem. (2012) 85, 8412 
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%
 

311.2032 
Nbre  C  

Nbre N 

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

Blé + Culture Aspergillus fumigatus 
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Spécificité 
Champignon/Blé 

Blé + Culture blanche 

12C100% 
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12C100% 
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P. Cano,  L. Debrauwer et al., 
Anal. Chem. (2012) 85, 8412 

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



18 C 

2 N 

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

massif isotopique + règle de l’azote 
1 formule brute ([M+H]+: C18H23O2N2) 

 

Spectres MS/MS 

Fumigaclavine A 

Identification de la Fumigaclavine A 



≈ 20 métabolites identifiés 

Identification de métabolites chez Aspergillus fumigatus 



métabolite à RT=16min présentant 1 12C et 22 13C dans les échantillons 100% 13C. 
 
 
 Incorporation d’un atome de carbone post-biosynthèse? 
1ère info : non détecté dans les échantillons dissous dans CH3CN au lieu de CH3OH 
2ième info : MSn : 

Tryptoquivaline F Inconnu 

P. Cano,  L. Debrauwer et al., 
Anal. Chem. (2012) 85, 8412 

Identification d’un métabolite « artefact » 

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

C23H22O5N4 12C13C22H22O5N4 



Nouveau métabolite : la « Fumigaclavin D » 

Fumigaclavin A Inconnue 

P. Cano,  L. Debrauwer et al., 
Anal. Chem. (2012) 85, 8412 

Identification de nouveaux métabolites fongiques 



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

Analyse de métabolites réactifs : exemple des alcénals 

M. Baradat, L. Debrauwer et al. 
Chem. Res. Toxicol., 2011, 24, 1984.  

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

(n-3) fatty acids (n-6) fatty acids Arachidonic acid 

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

Viande rouge 

Gras 

Heme 



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

Piégeage et analyse des aldéhydes libres 

M. Eggink et al. (2010) 
Anal. Bioanal. Chem., 397; 665-675 
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HNE  (Mw156) 
Decanal (Mw 156) 

FT-MS et différentiation d’isobares 

MS/MS 
Triple quad. 

4-hydroxy-2-nonenal  
C9H1602 (156.11503) 
C27H4002N2Br (503.2270) 

Decanal 
C10H200 (156.15145) 
C28H440N2Br (503.2634) 



Eaux fécales 

LC-(+)ESI-HRMS 

Filtration du signal 
massif isotopique 
 
Défaut de masse 

Liste de dérivés bromés 

Identification MSn 

RT:0.00 - 29.99 SM: 7G

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

Time (min)

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

70

75

80

85

90

95

100

R
e
la

ti
v
e
 A

b
u
n

d
a
n
ce

9.20
16.07

8.98
9.36

8.73
8.59

8.51

8.18

9.52

7.99

7.576.90
12.56

13.50

10.51
14.75

11.05

11.39

18.49
5.85

18.17

20.09 22.434.27 29.884.15
21.25 29.5523.81 27.6924.86

3.310.12 1.26

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

Stratégie : « aldéhydomique » des eaux fécales 

Connus 
(standard disponible) 

Inconnus 

Dérivés APEBA 
synthétisés   

Liste d’aldéhydes 
libres dans les 
eaux fécales 

 = 1,9979 u.m.a. 



Cohorte PELAGIE : Perturbateurs Endocriniens Etude Longitudinale sur les 
Anomalies de la Grossesse, l'Infertilité et l'Enfance 

INSERM (Coord. Sylvaine Cordier) 

environ 3500 femmes enceintes, région Bretagne , entre 2002 et 2006 
 

Sous-cohorte: 
4 groupes de 10 échantillons tirés au sort en fonction  
de la part de culture de céréale (%) dans la commune de résidence 

urbain / peu exposé / exposé / très exposé 

Recherche de métabolites urinaires marqueurs d’exposition 



urines 

LC-ESI-HRMS 
Cartographie des cultures 

Pratiques culturales… 

In silico + in biblio 

460 métabolites 

Recherche de métabolites urinaires marqueurs d’exposition 

Production de « standards » par 
expérimentation animale 

E. Jamin, L. Debrauwer et al. 
Anal. Bioanal. Chem., 2014, 406, 1149.  



> Mode négatif 
 128 molécules « suspectes » détectées 

24 métabolites pertinents  analyse statistique 
7 pesticides correspondant : 
Cymoxanil, Quizalofop-éthyl, Procymidone, 
Fenpropimorphe, Carbofuran, 
Chlorprophame, Azoxystrobine 

> Mode Positif 

33 molécules « suspectes » détectées 
0 molécule pertinente 
- nombre de variables trop faible 
- Pesticides = identiques mode négatif 

E. Jamin, L. Debrauwer et al. 
Anal. Bioanal. Chem., 2014, 406, 1149.  

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

 Azoxystrobine 

Fenpropimorphe 

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

Recherche de métabolites urinaires marqueurs d’exposition 



M. Krauss, H. Singer, J. Hollender. 
Anal. Bioanal. Chem., 397 (2010) 943-951. 

Comment gérer les inconnus ? 
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Screening non-ciblé de contaminants par FT-MS 

Spectrométrie de masse 
 Spectres Full MS 
 MS/MS  
 MSn 

 Haute résolution 

Trappe d’ions LTQ-Orbitrap 

Schéma de fragmentation 

Filiation ionique Accès aux compositions 
élémentaires 

RT: 0.00 - 54.00 SM: 7G
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Exposition aux perturbateurs endocriniens : 
approches analytiques 

Composés connus 
Approche ciblée 

Extraction (ASE) 
(hexane-acetone 75-25) 

Colonne affinité 
Récepteur ERa 

Fractionnement 

Extraction 

LC-(HR)MS/MS 

LC-(HR)MS/MS 

Extraction 
Purification 

LC-(HR)MS/MS 

J.P. Antignac et al., Anal. Chim. Acta (2009) 637, 55 
A. Riu, L. Debrauwer et al., Food Chem. Tox. (2008) 46, 3268. 

Test activité biol. 

Composés inconnus 
Approche non ciblée 

(estrogénomimétiques) 

Phytoestrogènes (aliments 
pour bébé) 

Colonne 
d’affinité 

Identification structurale  

http://images.google.fr/imgres?imgurl=http://www.naturel-discount.com/images/rep_articles/grandes/a440777c-4588-a50c-6f42-a4bec4a17667.jpg&imgrefurl=http://www.naturel-discount.com/alimentation-3/petits-pots-25/petit-pot-menu-200g-2119-3-zoom-fr.htm&usg=__PxcgQEmPyP5OEKBi4GS5HYV4s9g=&h=560&w=700&sz=68&hl=fr&start=7&um=1&tbnid=u2_hkqJw8d4IUM:&tbnh=112&tbnw=140&prev=/images?q=petit+pot+b%C3%A9b%C3%A9&hl=fr&um=1
http://images.google.fr/imgres?imgurl=http://www.sorbtech.com/integrated/images/Chromatography/SPE/SPE_plastic.jpg&imgrefurl=http://www.sorbtech.com/Chromatography/SPECartridges/SBSPE/PlasticSB/tabid/1100/Default.aspx&usg=__OtdPIhCzorfeUacmc6mF0IhRkEs=&h=270&w=270&sz=29&hl=fr&start=1&tbnid=7EHCPFYRRxc-eM:&tbnh=113&tbnw=113&prev=/images?q=spe+cartridge&gbv=2&hl=fr
http://images.google.fr/imgres?imgurl=http://www.etoxics.org/images/content/pagebuilder/11004.gif&imgrefurl=http://www.enviroblog.org/2007/12/more-to-flame-retardants-than-pbdes.html&usg=__NY-9SDEmVf8y-ms3uMU2zpcyHSg=&h=449&w=412&sz=63&hl=fr&start=4&um=1&tbnid=ZJrwOsACbDk5mM:&tbnh=127&tbnw=117&prev=/images?q=flame+retardant&hl=fr&um=1
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Application : recherche de perturbateurs endocriniens dans 
des sédiments de rivière 

RT: 0.00 - 54.00 SM: 7G

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Time (min)

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

70

75

80

85

90

95

100

Re
la

tiv
e 

Ab
un

da
nc

e

17.82

39.71

24.85
21.05

36.90
53.02

42.63
21.59

20.36
12.93

22.37
26.10

34.94

37.37
40.40

48.94

16.95

15.82

33.7526.37 29.60
49.36

29.7627.51

32.36 52.68

49.7348.31
46.70

12.37
10.844.892.30

9.23
6.09

NL:

1.51E8

TIC F: FTMS - 

p ESI Full ms 

[120.00-

700.00]  MS 

Ecopi11-08

Fractionnement Test d’activité 

Colonne d’affinité RN 
Analyse LC-HRMS (MS/MS) 

Analyse structurale Identification molécules bioactives 

Quantification 

A. Jondeau-Cabaton, L. Debrauwer et al. 
 Environ. Sci. Pollut. Res.(2013) 20, 2705 



HPLC: C18 Uptisphere (250×2mm, 5 μm) 35°C 
 (A) H2O/CH3CN/CH3CO2H 95/5/01 (B) CH3CN 
 0min 0%B, 30-40min 100%B 

MS: LTQ Orbitrap XL 
 ESI + et – (paramètres globaux) 
 full HRMS résolution 60000 (m/z 100 à 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, I 

0–6, and F 0–6), règle de l’azote, massif isotopique, MS/MS. 

Interrogation base de données « Chemspider » 

Identification par LC-HRMSn ou LC-ITMSn, comparaison avec standards 

A. Jondeau-Cabaton L. Debrauwer et al. 
 Environ. Sci. Pollut. Res.(2013) 20, 2705 
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Stratégie expérimentale 

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


• 30 substances détectées 
Seulement 7 uniquement en ESI+ 

• 4 PE connus identifiés : BPA, nbutylparaben,  
4OP-monoethoxylate , 4OP (level1) 

• 1 PE connu suspecté : DES (level2) 

• 4 composés suspects infirmés 

• 2 inconnus caractérisés (level 1 et 2) 

A. Jondeau-Cabaton L. Debrauwer et al. 
 Environ. Sci. Pollut. Res.(2013) 20, 2705 

Quelques résultats 



A. Grange, F. Genicola, G. Socovol, 
Rapid Commun. Mass Spectrom., (2002) 12, 2356 

 M 400.00000 
±  2.5 ppm 470 compositions 
±  5.0 ppm  932 compositions 
± 10 ppm  1860 compositions 

Resolution : 10000 
Accuracy: ± 10 ppm 
 + Profils isotopiques 

Nombre maximum de compositions 
possibles pour 399.95 

Comment aller plus loin ? 
Performance instrumentale 

C,H,N,O,F,P,S,Si,Cl,Br 



M. Zedda et al., 
Anal. Bioanal. Chem. (2012) 403, 2493 

Objectif une seule formule brute possible 
Précision nécessaire 0,1mDa y compris en mélange complexe 
 
ToF / Orbitrap 2-10 mDa 
FT-ICR  ≈ 1 mDa 

Comment aller plus loin ? 
Performance instrumentale 



Molecular formula search in 
databases 

Kind T., Fiehn O 
BMC Bioinformatics (2006) 7, 234) 

Comment aller plus loin ? 
Recherche dans les bases de composés chimiques 



Accuracy and compound identification 
with their elemental formula 

Kind T., Fiehn O 
BMC Bioinformatics (2006) 7, 234) 

Comment aller plus loin ? 
Recherche dans les bases de composés chimiques 



Manque de bases de spectres MS/MS comparables 


