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Pourquoi utiliser un rapport signal sur
bruit souvent déepourvu de signification
comme mesure de performance en MS ?

Présentation technique

Résumeé

Le rapport signal sur bruit d'un pic chromatographique déterminé a partir d'une seule mesure servait
en pratique a comparer les performances de deux systémes MS différents. L'évolution de la conception
de I'instrumentation de spectrométrie de masse a donné naissance a des systémes a trés faible bruit
qui ont rendu de plus en plus ardue la comparaison des performances basée sur le rapport signal sur
bruit. Dans certains modes de fonctionnement ¢’est méme devenu impossible. C'est particulierement
vrai lorsque I'on travaille dans un mode trés spécifique comme la spectrométrie de masse haute réso-
lution ou la MS en tandem. Il n’y a en effet souvent aucun bruit, les spécifications étant passées sur
des étalons propres. La validité de la méthodologie statistique couramment utilisée pour établir les
limites de détection d'une méthode pour I'analyse de traces dans les matrices complexes comme
moyen de caractériser la performance de I'instrument est rigoureusement établie, que le bruit de fond
soit élevé ou faible. Les fabricants d'instruments devraient commencer a fournir a leurs clients une
méthode de mesure des performances alternatives sous la forme de limite de détection basée sur le
coefficient de variation pour des injections répétées identiques afin d’offrir a I'analyste un moyen pra-

tique d'évaluer un systéme MS.
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Introduction

Le rapport signal sur bruit (S/B) a été la norme initiale de comparaison des
performances de systémes chromatographiques, y compris les systémes de
GC/MS et LC/MS. Afin de produire des moyens uniformes d’estimation des
limites de détection des instruments (LDI) et des méthodes (LDM), des
méthodes spécifiques de calcul du rapport S/B ont été codifiées dans les
pharmacopées des Etats-Unis, d’Europe et du Japon [1-3]. L'utilisation du
rapport S/B ccomme mesure de la LDl et de la LDM s'est avérée utile pour
les détecteurs optiques en LC et les détecteurs a flamme en GC. Par suite
de I'évolution des instruments de spectrométrie de masse, |'aptitude du rap-
port S/B a comparer précisément les performances a dil étre remise en
question. C'est particulierement vrai pour I'analyse de traces par spec-
trométrie de masse dés qu’on utilise des modes a trés faible bruit comme la
spectrométrie de masse a haute résolution (HRMS) ou la MS en tandem
(MS/MS). Le rapport S/B est un paramétre utile en particulier en balayage
MS (en El). Cependant la comparaison des analyseurs MS a hautes perfor-
mances devrait se baser sur une méthodologie applicable a tous les types
d'instruments MS dans tous leurs modes de fonctionnement. Des moyens
statistiques sont utilisés depuis longtemps pour établir les LDI et les LDM
[4-7] et ils sont adaptés a tous les modes de fonctionnement des spec-
trométres de masse.

Evolution de I'instrumentation

De nombreuses sources de bruit ont été réduites par des modifications de
la conception des MS comme les électroniques a faible bruit, les électro-
niques rapides autorisant un échantillonnage plus long (meilleure moyenne
de signaux), 'aménagement des trajets ioniques pour réduire I'influence de
I'hélium métastable (bruit de fragments neutres) et le traitement des
signaux (filtrage numérique). La HRMS et la MS/MS sont toutes deux effi-
caces pour réduire le bruit de fond chimique, en particulier dans les matrices
d'échantillons complexes. Pour le signal, une liste encore plus longue
d'améliorations concernant la source, I'analyseur et les composants des
détecteurs a abouti a produire plus d'ions pour une méme quantité d'é-
chantillon. Mises bout-a-bout, les améliorations du rapport S/B et I'aug-
mentation de sensibilité ont abouti a un abaissement significatif des LDI et
LDM.

Manque de directives pour les mesures de rap-
portS/B

La mesure du signal généralement admise est la hauteur du maximum du
signal chromatographique au-dessus de la ligne de base (figure 1).
Cependant, certaines modifications dans les spécifications du rapport S/B
en GC/MS se sont avérées artificielles. En raison d’'une fragmentation
excessive conduisant a de nombreux ions de faible intensité, I'ancien étalon
des constructeurs pour la GC/MS en El, le stéarate de méthyle, a été aban-
donné au profit de composés qui produisent moins d‘ions, mais plus
intenses comme |'hexachlorobenzéne (HCB) et I'octafluoronaphthalene
(OFN). Le passage a I'OFN recelait un avantage secondaire pour le bruit :
I'ion moléculaire a m/z 272 est moins sujet au bruit de fond de ligne de base
généré par les ions issus du ressuage de la colonne (un isotope du pic
mono-isotopique de polysiloxane a m/z 281 augmentait le bruit de fond de
ligne de base pour I'HCB a m/z 282).

L'amélioration de la conception des instruments et le changement des com-
posés de test se sont accompagnés par un certain nombre d‘approches
différentes de la mesure du bruit. A I'époque des enregistreurs papiers et
des régles graduées, la méthodologie standard pour mesurer le bruit était de
mesurer la valeur créte a créte (du minimum au maximum) du bruit de la
ligne de base, a distance des trainées du pic, pendant 60 secondes devant
le pic (figure 1) ou bien 30 secondes avant et aprés le pic. Depuis que les
intégrateurs et systémes de données modernes ont remplacé les doubles
décimétres, I'estimation du bruit est effectuée sur des segments de ligne de
base sélectionnés automatiquement et le bruit est calculé sous forme d'é-
cart-type ou de valeur efficace (la racine carrée de la moyenne des carrés,
en anglais valeur RMS pour root-mean-square) du bruit de la ligne de base
pendant la fenétre de temps choisie.
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Figure 1.  Signal de I'analyte en fonction du temps pour un pic

chromatographique démontrant la dépendance temporelle
dans la quantité d'analyte présent.

L'automatisation des calculs s'est avérée trés pratique, mais le contréle des
critéres de mesure du bruit a perdu de sa rigueur. Dans certains cas des four-
nisseurs ont estimé le bruit sur la base de fenétres trés étroites (parfois de
5 secondes seulement) en des points parfois éloignés d'un grand nombre de
largeurs de pic du pic utilisé pour calculer le signal. Ces fenétres variables,
choisies manuellement, ont permis aux fournisseurs de revendiquer un rap-
port S/B supérieur en choisissant la région de la ligne de base présentant le
plus faible bruit. Généralement, I'endroit de la ligne de base ou le bruit est
calculé est maintenant automatiquement choisi la ot le bruit est minimal. La
figure 2 montre trois différentes valeurs du bruit efficace calculé en trois
régions différentes de la ligne de base. La valeur du bruit des régions a, b et
c est respectivement de 54, 6 et 120. Le facteur de variation de 20 du rapport
S/B est exclusivement d{i au choix de la région de la ligne de base ot le bruit
a été mesuré. Cependant, ces rapport S/B n'ont pas de corrélation avec la
LDI pratique obtenue dans les analyses automatisées que le laboratoire
effectue. Par conséquent, I'utilisation du rapport signal sur bruit comme
estimation de la limite de détection échoue clairement a produire une valeur
utilisable lorsque le bruit ionique est faible et éminemment variable. De plus
le choix de la région de mesure est subjectif.
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Figure 2. Fragmentogramme a m/z = 272 extrait de balayages EI
complets a partir d'1 pg d’OFN .

La situation devient méme plus indéterminée si le bruit de fond est nul,
comme on le voit sur le chromatogramme MS/MS de la figure 3. Dans ce
cas, le bruit est nul et le rapport signal sur bruit devient alors infini.
Le seul bruit observé sur la figure 3 est d(i au bruit de fond électronique,
lequel est inférieur de plusieurs ordres de grandeur au bruit dd a la présence
d'ions dans le bruit de fond. Cette situation peut apparaitre encore plus mar-
quée en augmentant le seuil de détection des ions. Dans de telles circons-
tances, il est possible d'augmenter le gain du détecteur d'ions, et donc le
signal, sans augmenter le bruit de fond. Le signal du composé analysé aug-
mente, mais le bruit n"augmente pas. Ceci méne évidemment a une incohé-
rence puisque bien que le signal ait augmenté, il n'y a pas eu d'augmenta-
tion du nombre d'ions détectés et par conséquent aucune modification de
la limite réelle de détection.. Cela permet d'ajuster le rapport S/B a une
valeur arbitraire sans pour autant changer la limite de détection réelle.
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Figure 3. Fragmentogramme a m/z = 222,00 extrait du signal El MS/MS a
partir d’1 pg d’OFN montrant un trés faible bruit de fond chimique.

Il'y a 20 ans, les caractéristiques des instruments donnaient le détail des
conditions analytiques qui influencaient le rapport signal sur bruit comme la
largeur du pic chromatographique, la vitesse d'acquisition des données et la
constante de temps. De nos jours, ces paramétres sont absents ou difficiles
a trouver, pourtant un technicien analytique débutant réalise parfaitement
qu’un pic étroit aura une plus grande hauteur qu'un pic large. Souvent, les
conditions GC sont choisies pour obtenir un pic extrémement étroit et haut
avec comme résultat, un sous-échantillonnage (seulement un ou deux
points d‘acquisition sur la largeur du pic chromatographique). Cela peut
augmenter le rapport S/B calculé, mais le sous-échantillonnage dégrade la
précision et serait inacceptable pour la plupart des méthodes quantitatives.
Cette fois encore, cela induit une perception erronée de la performance. Du
point de vue de I'application analytique pratique, une comparaison précise
et pertinente de la performance des instruments a partir de spécifications
publiées est de plus en plus difficile, voire impossible.— D'autres moyens,
plus généraux et applicables a tous les modes de fonctionnement MS sont
nécessaires pour déterminer les performances des instruments et leurs
limites de détection.

Quelle est I'alternative au rapport S/B ?

Le rapport S/B est toujours utile et représente une bonne premiére estima-
tion pour éclairer d'autres évaluations de performance reposant sur les sta-
tistiques. Chaque laboratoire analytique devrait comprendre et utiliser en
routine I'outil statistique pour évaluer et valider ses résultats. La littérature
analytique fait état de nombreux articles utilisant une approche plus statis-
tique de l'estimation des LDI et LDM. L'agence américaine EPA a publié une
approche statistique de la LDM. On peut la trouver dans les recommanda-
tions EPA intitulées « EPA Guidelines Establishing Test Procedures for the
Analysis of Pollutants (Directives établissant les procédures de test pour
I'analyse de pollutants) ».[6] L'Union Européenne est également en faveur
d’une telle position. Une norme couramment utilisée en Europe est publiée
au journal officiel de la Communauté Européenne : la décision de la
Commission du 12 aodt 2002; mettant en ceuvre la Directive 96/23/CE du
Conseil concernant la performance des méthodes analytiques et I'interpre-
tation des résultats. [8]

Ces deux méthodes sont généralement similaires et nécessitent I'injection
répétée d'étalons identiques visant a déterminer l'incertitude dans le
systéme de mesure. On mesure un petit nombre d’échantillons identiques
ayant une concentration proche de la limite de détection attendue (de 5a 10
fois) ainsi qu'un nombre comparable de blancs. En raison de la spécificité
de la détection par spectrométrie de masse, la contribution du blanc est
négligeable et est souvent exclue une fois que la signification de cette
contribution est confirmée. On détermine alors la valeur moyenne Xet I'é-
cart-type (ET) du jeu de signaux de mesure du composé X, (c’est a dire les
aires intégrées des pics chromatographiques apres soustraction de la ligne
de base). Méme pour un échantillon destiné a tester la sensibilité, le pro-
cessus d’échantillonnage est en réalité une série complexe d'étapes com-
prenant le prélévement d'un volume déterminé a l'aide d'une seringue de la
solution analytique, I'injection dans le GC et la détection par le MS. Chacune
des étapes peut introduire des variations dans la valeur mesurée finale du
pic chromatographique. Il en résulte une variation d'échantillon a échan-



tillon appelée bruit d'échantillonnage. Ces variations limitent généralement
en pratique la LDI et la LDM que I'on peut obtenir.

La variance de I"aire mesurée pour les pics intégre le bruit du signal du com-
posé, du bruit de fond et la variation d’une injection a l'autre. La signification
statistique de la valeur moyenne des signaux mesurés du composé que I'on
peut distinguer des bruits d'échantillonnage et de systéme combinés peut
étre établie avec un niveau de confiance connu. La LDI représente le plus
petit signal (ou la plus petite quantité de composé) qui soit statistiquement
supérieur a zéro avec une probabilité donnée d'étre correct. La LDI (ou la
LDM) est liée [9, 10] a Iécart-type ET a l'intensité des aires mesurées pour
les réponses des injections identiques répétées et a un facteur de confiance
statistique t,, par la relation :

LDI'= (t,)(ET) ou I'ET et la LDI sont exprimés en unités de comptage d'aire.

Alternativement, de nombreux systémes informatiques calculent le coeffi-
cient de variation Cvar (Cvar = ET / valeur moyenne). Dans ce cas, la LDI
peut étre déterminée dans les unités utilisées pour I'étalon (ng, pg, ou fg)
injecté selon la relation :

LDI = (t,)(Cvar)(quantité d'étalon)/100 %

Lorsque le nombre de mesures est petit (n < 30) la distribution unilatérale t
de Student [11] est utilisée pour déterminer le test statistique t,,. La valeur
de t,, provient d’un tableau de distribution t de Student utilisant n-1 (nombre
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de mesures moins une) comme degré de liberté; et 7, représente la proba-
hilité que la mesure soit supérieure a zéro. Plus le nombre de mesures n est
grand, plus la valeur de ¢, diminue et moins I'estimation de la LDI ou de la
LDM est entachée d'incertitude. Pour estimer la LDI et la LDM, I'utilisation
du rapport signal sur bruit a partir d'une mesure unique de I'échantillon ne
rend pas compte du bruit d’échantillonnage qui fait que plusieurs mesures
du méme composé donnent des résultats quelque peu différents.

Comme exemple pour la réplication de huit injections de la figure 4
(n =17 degrés de liberté) et un intervalle de confiance de 99 % (7, = 0,99), la
valeur du test statistique du tableau t est 7, = 2,998. Pour les huit échan-
tillons de 200 fg, la valeur moyenne des aires est de 810 unités de comptage,
I'écart-type est de 41,31 unités de comptage et la valeur de la LDl est de :
LDI = (2,998)(41,31) = 123,85 unités de comptage . Etant donné que I'étalon
de référence était de 200 fg et que la moyenne mesurée était de 810 unités
de comptage, la LDI est de : (123,85 unités de comptage) (200 fg)/(810
unités de comptage) = 30,6 fg. Alternativement, en termes de coefficient de
variation, la LDI vaut 2,998)(5,1 %)(200 fg)/100 = 30,6 fg. Par conséquent,
une quantité de composé supérieure ou égale a 30,6 fg est détectable et
peut étre distinguée du bruit de fond avec une probabilité de 99 %.

En revanche, le rapport S/B mesuré sur un chromatogramme unique (figure
5) donnerait une LDI de 1,1 fg en appliquant LDI = 3 X bruit efficace (1ére
entrée du tableau 1). Le rapport S/B élevé est le résultat d'un algorithme
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Figure 4. Fragmentogramme a m/z = 272 extrait du signal El a partir de 200 fg d’OFN. Répétition de huit injections identiques;

vitesse d‘acquisition 3,3 Hz.
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Figure 5. Fragmentogramme a m/z = 272 extrait du signal El a partir de 200 fg d’OFN. Premiére entrée du tableau ; vitesse d‘acquisition 3,3 Hz.

couramment utilisé qui calcule le bruit a I'aide des parties de ligne de base
ou le bruit est le plus faible de part et d'autre du pic, la ou le bruit est inha-
bituellement bas. Les rapport S/B individuels et les LDl mesurées pour
chaque injection de la figure 4 sont reportés sur le tableau 1. Les valeurs de
LDl vont de 1,1 fg a 20,5 fg. Les valeurs les plus élevées sont tout de méme
notablement inférieures a la LDI déterminée a l'aide du calcul statistique.
Cette derniére est pourtant la plus réaliste.

Tableau 1. Comparaison du rapport S/B pour huit injections

Numéro IDL=3"
d’injection Signal Bruit efficace S/B efficace (fg)
1 795 14 568 11

2 821 25 328 18

3 835 10,9 71 7.8

4 854 28 305 2,0

5 818 29 282 2,1

6 776 26,6 29 20,6

7 853 2,6 328 18

8 735 2,1 272 22

Estimation de la sensibilité relative

Quand on spécifie les limites de détection en termes de statistiques, un
avantage corollaire est d’utiliser le coefficient de variation comme mesure
indirecte du nombre relatif d'ions constituant le pic chromatographique. On
sait déja [12] que si un flux constant d'ions parvient au détecteur et que le
nombre moyen d'ions détectés dans un intervalle de temps donné dont on
calcule la moyenne N au cours de la répétition de mesures identiques, alors
le coefficient de variation du nombre d’ions détectés varie comme 1/°N. Par
conséquent en diminuant le nombre d’ions dans un pic chromatographique
on augmente le coefficient de variation de I'aire. Cet effet peut se voir en
comparant le coefficient de variation des figures 6 et 4 pour lesquelles les
quantités respectives de composeé sont de 1 pg et 200 fg. Laugmentation du
coefficient de variation pour la plus faible quantité d'échantillons est en
grande partie due aux statistiques ioniques. Un nombre d'ions 5 fois infé-
rieur signifie une augmentation d’un facteur 5 = 2,24 du coefficient de varia-
tion. Il s’ensuit que la valeur de 2,1 % de Cvar a 1 pg doit passer a 4,7 % pour
200 fg uniquement en raison de la statistique ionique. On ne s'attend pas a
ce qu'avec une plus faible quantité d'échantillons il y ait plus de variations
imputable a la chromatographie. Par conséquent les mesures de coefficient
de variation pour la méme quantité d’'un composé sur deux instruments
différents peuvent étre utilisées pour estimer une différence relative de sen-
sibilité au voisinage de la limite de détection. En admettant bien str que les
autres contributions a la variance totale du signal sont faibles. L'instrument
le plus sensible aura le plus faible coefficient de variation si tous les autres
facteurs sont identiques, c'est-a-dire largeur de pic et vitesse d'acquisition
des données. Cela permet d'écarter I'incertitude résultant de la déduction
de la sensibilité a partir de la mesure de I'aire des pics la ot il n"apparait pas
de bruit de ligne de base.
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Figure 6. Fragmentogramme a m/z = 272 extrait du signal El a partir de 1 fg d’'OFN. Répétition de huit injections identiques; vitesse d‘acquisition 3,3 Hz.

Effets du passage du rapport S/B au coefficient
de variation Cvar

Pour les fournisseurs de MS, il est complexe et colteux de fournir aux
clients cette précieuse information. Si le GC est configuré avec un passeur
automatique d'échantillons et un injecteur sans division, il devrait étre rela-
tivement simple de répéter 7 a 10 injections identiques. Cela rallongerait
quelque peu le temps d'installation, mais I'utilisation d'un passeur automa-
tique d'échantillons devrait permettre de rester dans des limites raison-
nables. Mais comment tester un systéme qui ne posséde pas de passeur
automatique ni I'injecteur adéquat ? Les injections manuelles ont I'in-
convénient d'ajouter une imprécision de la surface des pics liée a l'opéra-
teur. Des injections reproductibles au moyen d’'un systéme d'injection
manuelle comme l'injecteur Merlin MicroShot (Merlin Instrument Co.) sont
nécessaires pour réduire le bruit d'échantillonnage. Si la méthode utilise un
espace de téte ou une analyse de gaz, il pourrait étre coliteux de tester |'ap-
pareil en injection liquide puis de le reconfigurer pour I'analyse prévue. Ces
co(its doivent étre gérés de maniére appropriée. Cependant des facteurs
comme le codt et la complexité de certaines configurations ne devraient pas
empécher une transition vers une meilleure norme basée sur les statis-
tiques comme le coefficient de variation pour la majorité des systémes qui
n‘ont pas ces limitations au niveau de I'injecteur.

Du point de vue du client, on peut cependant noter qu'il y a un avantage
notable a avoir un test de performance au niveau du systeme qui offre une
estimation réaliste de la LDI et de la précision du systéme au voisinage de
la limite de détection, la ot c'est le plus critique. L'achat d'un spectrometre
de masse représente un investissement important et les décisions d'achat

sont souvent basées sur des besoins applicatifs spécifiques du client. Il
n‘appartient pas aux fabricants d'instruments de dégager les ressources
nécessaires pour prouver les performances d'un instrument avec toutes les
applications possibles. Il serait intéressant d"avoir des moyens simples mais
réalistes d'évaluer les performances d'un instrument MS particulier sous
forme de LDI et de précision du systéme. Ces derniéres valeurs détermine-
raient les limites inférieures pour la LDM et la précision de la méthode pour
des applications spécifiques.

Résume

Jusque récemment, le rapport signal sur bruit d’'un pic chromatographique
déterminé a partir d’'une seule mesure servait en pratique a comparer les
performances de deux systemes MS différents. Cependant, comme nous
I'avons vu, ce paramétre ne peut plus étre utilisé universellement et il
échoue souvent a fournir une estimation pertinente de la LDI. Un moyen
plus pratique de comparer la performance des instruments est |'utilisation
d'une méthodologie statistique multi-injection que I'on emploie couram-
ment pour établir les LDM dans I'analyse de traces dans les matrices com-
plexes. Lutilisation de la valeur moyenne et du coefficient de variation d'in-
jections répétées fournit un moyen d'estimer la signification statistique de
différence entre les réponses d'un composé en faible concentration et les
incertitudes combinées des mesures du composé et du bruit de fond ainsi
que des incertitudes du processus d'échantillonnage du composé. Cela est
particuliérement vrai pour les spectrométres de masse modernes dans les-
quels le bruit de fond est souvent proche de zéro. La méthode du coefficient



de variation pour caractériser les performances de I'instrument est rigou-
reusement et statistiquement correcte, que le bruit de fond soit élevé ou
faible. Les fabricants d'instruments devraient commencer a fournir a leurs
clients une méthode de mesure des performances alternatives sous la
forme de limite de détection basée sur le coefficient de variation d'injections
répétées identiques afin de leur offrir un moyen pratique d'évaluer I'adé-
quation d'un systéme MS a une application donnée.
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