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Certificat d’analyse
Matériau de référence certifié

CRM-DA-h (Lot numéro 20210922)

Solution d’étalonnage certifiée pour I'acide domoique

L’acide domoique est une toxine responsable d’incidents d’intoxication par phycotoxine
amnestique (IPA) [1, 2]. Le CRM-DA-h est une solution d’étalonnage certifiée d’acide domoique
dans de I'acétonitrile/eau (1:19, v/v), qui est congue pour faciliter I'identification et le dosage de
I'acide domoique. La présente solution remplace la solution d’étalonnage CRM-DA-g.

Tableau 1 : Concentration certifiée et incertitude pour le CRM-DA-h.

Composé Hg/mL (15-30 °C) pmol/L (15-30 °C)

Acide domoique +

C5’-epi-acide domoique 97,9£55 97,1£55 312+ 18

~— —COzH

’ ,,,///
7,

COzH

Acide domoique

Numéro CAS : 14277-97-5

InChiKey : VZFRNCSOCOPNDB-AOKDLOFSSA-N
Formule moléculaire : C1sH21NOg

Masse moléculaire : 311,33 g/mol

[M+H]*: m/z 312,1442

Période de validité : 1 an aprés la date de vente
Conditions de stockage : +4 °C
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Utilisation prévue

Le CRM-DA-h est une solution d’étalonnage certifiée congue pour le développement de méthodes
d’analyse et le dosage précis de I'acide domoique. La concentration convient a la préparation
d’'une série de dilutions pour I'étalonnage d’instruments, comme la chromatographie en phase
liquide avec détection par absorption ultraviolette (CPL-UV) ou par spectrométrie de masse
(CPL-SM), ainsi que le dopage d’échantillons de contrble a des fins de calculs de taux de
récupération.

Instructions pour le stockage et I'utilisation

Pour assurer la stabilité du CRM-DA-h, les ampoules doivent étre conservées a +4 °C. Les études
sur la stabilité ont montré qu’'une décomposition trés graduelle peut se produire quand la solution
est conservée dans un congélateur traditionnel (environ -12 °C), probablement en raison
d’événements de congélation/décongélation. Il faut donc éviter de congeler la solution.

Avant d’ouvrir une ampoule, il faut la laisser revenir a la température ambiante et bien mélanger
son contenu. Les ampoules doivent étre ouvertes au niveau de la ligne prélimée. Un dispositif
étalonné devrait étre utilisé pour faire des transferts précis d’aliquotes. Une augmentation de la
concentration causée par I'évaporation du solvant se produira dans I'éventualité ou la solution est
laissée a l'air libre plus de quelques minutes. Il est recommandé de ne pas évaporer le CRM
jusqu’a son desséchement complet, en raison de pertes possibles sur les parois en verre et de
lisomérisation accrue de l'acide domoique. Remarque : Le volume de la solution n'est pas
certifié. Seule la concentration I'est. Il ne suffit donc pas de transférer tout le contenu de 'ampoule
dans une fiole jaugée et de compléter cette derniére au volume.

Préparation du CRM-DA-h

L’acide domoique purifié a été obtenu auprés de BioVectra DCL (Charlottetown, PE, Canada).
La structure et la pureté de I'acide domoique ont été confirmées par CPL-SM [3] (Figures 1 et 2),
CPL-UV [4, 5] (Figure 3), spectroscopie RMN et CPL avec détection des aérosols chargés (CPL-
DAC). La pureté totale a été évaluée par RMNq avec I'acide benzoique comme étalon interne [6].
Une m/z précise mesurée de 312,1431 (A = -3 ppm pour C1sH2NOs") a été établie pour I'ion
[M+H]* de I'acide domoique en utilisant la CPL-SM haute résolution (CPL-SMHR).

La solution meére a été préparée en dissolvant 'acide domoique purifié dans de I'eau désionisée
par gravimétrie, le pH étant ajusté a 5 avec de I'hydroxyde de sodium dilué pour éviter la
décomposition de I'acide domoique. La solution de CRM-DA-h a été préparée en diluant avec
précision la solution mére dans une solution aqueuse dégazée d’acétonitrile a 5 %. Des aliquotes
ont été mises dans des ampoules en verre ambré préalablement remplies d’argon,
immédiatement scellées a la flamme. Chaque ampoule contient environ 0,5 mL de solution.

Méthodes d’analyse et attribution des valeurs

La valeur certifiee du CRM-DA-h (tableau 1) est basée sur les résultats obtenus au CNRC par
RMN quantitative (RMNq) du produit de départ et CPL-UV de la solution MRC. La valeur
certifiée est la concentration combinée de I'acide domoique et de son diastéréo-isomére C5’,
C5’-épi-AD. Les concentrations relatives des différents isomeéres (tableau 2) sont fournies en
tant que valeurs informatives non certifiées qui ont été déterminées par des analyses CPL-UV
et corrigées a I'aide des coefficients d’extinction publiés de I'acide domoique et de ses isoméres
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[7]. Il a été démontré que 'acide domoique s’isomérise lentement en solution en C5’-épi-AD.
Comme l'acide domoique et le C5’-épi-AD présentent les mémes spectres UV, les réponses
relatives en CPL-UV sont les mémes et, par conséquent, les proportions relatives peuvent étre
recalculées si nécessaire. Toutefois, comme le total combiné de I'acide domoique et du C5-épi-
AD est certifié, les analystes doivent baser I'étalonnage des instruments sur la somme de leurs
aires de pic.

Tableau 2 : Valeurs informatives pour les isoméres de I’AD présents dans le CRM-DA-h au
moment de I'emballage.

Combosé Emax’ Concentration*
P (L cm™'mol”) (ug/mL)
Acide domoique 242 26 300 96,6
C5’-epi-acide
. 242 26 300 0,55
Acide isodomoique E 241 ~26 000 0,19
Acide isodomoique D 244 ~26 000 0,82
Acide isodomoique A 220 ~8 300 1,1

*Ces concentrations ne sont pas certifiées.

Homogénéité

Nous avons prélevé un nombre représentatif d’'ampoules parmi la série d’ampoules produites et
en avons déterminé les concentrations de CRM-DA-h par CPL-UV. Aucune hétérogénéité n’a pu
étre mise en évidence.

Stabilite

Les études de stabilité réalisées sur les préparations précédentes de CRM-DA ont démontré une
bonne stabilité de I'acide domoique dans de I'acétonitriie a 5 % stocké dans des ampoules
scellées a des températures de +4 °C.

Incertitude

Toutes les sources raisonnables d’incertitudes liées a la caractérisation du CRM-DA-h ont été
prises en compte et mesurées. L’incertitude totale estimée (Ucrm) comprend les incertitudes
associées a la caractérisation du lot (uchar) €t a linstabilité lors du stockage (uswab) [8]. Ces
éléments sont donnés dans le tableau 3 et sont combinés et élargis de la maniére suivante :

_ 2 2 2
UCRM - k \/uchar + uhom + ustab

dans laquelle k est le facteur de couverture pour un niveau de confiance de 95 % (= 2).
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Tableau 3 : Eléments d’incertitude pour la valeur certifié¢e du CRM-DA-h.

Incertitudes ‘ Relative*
Uchar 0,020
Unhom négligeable
Ustab 0,020

*Relative a la concentration donnée dans le tableau 1.

Consignes de sécurité

En cas d’'ingestion de quantités suffisantes, 'acide domoique peut causer de graves problémes
neurologiques tels que la perte de mémoire a court terme ou méme la mort. Seules des personnes
qualifiées devraient manipuler cette solution et des méthodes d’élimination appropriées devraient
étre employées. Il faut porter un équipement de protection individuelle approprié lors de
I'ouverture d’'une ampoule, en cas de bris du verre. Une fiche de données de sécurité (FDS) est
disponible pour le CRM-DA-h.

Période de validité

Quand I'ampoule non ouverte est conservée a la température recommandée de +4 °C, la
concentration certifiée de la solution CRM-DA-h est valide pendant 1 an a partir de la date de
vente.

Tracabilité métrologique

Les résultats présentés dans le présent certificat sont tragables au Sl (Systeme international
d’unités), au moyen d’étalons préparés par gravimétrie d’acide benzoique (NIST PS1) et de CRM-
DA-g (lot numéro 20140730) du CNRC.

Systéme de gestion de la qualité (ISO 17034, ISO/CEI 17025)

Ce matériau a été produit conformément au Systéme de gestion de la qualité de Métrologie du
Conseil national de recherches du Canada (CNRC), qui est conforme aux exigences des normes
ISO 17034 et ISO/CEI 17025.

Le Systeme de gestion de la qualité de Métrologie qui appuie les aptitudes en matiére de mesures
et d’étalonnages du CNRC, telles qu’indiquées dans la base de données des comparaisons clés
du Bureau international des poids et mesures (BIPM) (http://kcdb.bipm.org/default fr.asp), a été
examiné et approuveé sous I'autorité du Systéme interaméricain de métrologie (SIM) et s’est avéré
conforme aux attentes de I’Arrangement de reconnaissance mutuelle du Comité international des
poids et mesures (CIPM). L'approbation SIM est disponible sur demande.
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Figure 1 : Spectre CPL-SMHR a balayage complet (A) et en tandem (B) du CRM-DA-h, analysé
sur un spectrométre de masse QExactive-HF ionisation par électronébulisation. Les
données ont été collectées en mode positif. Résolution réglée a 60 000. Energie de
collision de 35 V pour le spectre en tandem de SM.

Canada



CNRC CRM-DA-h 7/9

DA
D
A
epi-DA
E
x 30 U k L\
I L L
3 4 5 6
epi-DA
I ! ! ! I ! ! ! I
2 3 4 5 6
Time (min)

Figure 2 : Analyse par CPL-SM/SM du CRM-DA-h en mode suivi de réactions choisies (m/z 312
— 166), avec un CPL Agilent 1290 relié a un Sciex 5500 QTRAP avec ionisation par
électronébulisation. Conditions chromatographiques : Colonne Waters Acquity HSS
T3 (100 mm x 2,1 mm, 1,8 um) a 45 °C; phase mobile : 0,1 % d’acide formique dans
de I'eau désionisée (A) et 0,1 % d’acide formique dans de I'acétonitrile (B); élution
isocratique avec 10 % de B a 0,30 mL/min; volume injecté de 0,5 pyL. Conditions pour
la SM : énergie de collision, 25 V; potentiel de désagglomeération, 50 V, température
de la source, 375 °C.
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Figure 3 : Analyse par CPL-UV du CRM-DA-h. Conditions : Colonne Waters Acquity HSS T3
(100 mm x 2,1 mm, 1,8 um) a +40 °C; phase mobile, acide trifluoracétique a 0,1 %
dans de I'eau désionisée (A), et dans de l'acétonitrile (B); élution isocratique avec
10 % de B, a 0,40 mL/min; volume injecté, 5 uL; détection UV a 242 nm.
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