Certificat d’analyse

cmc Mc Matériau de référence certifié

CRM-GYM-bD (ot numéro 20120712)

Solution d’étalonnage certifiée pour la gymnodimine

Les gymnodimines (GYM) font partie d’un groupe de toxines marines « a action rapide » connues sous
le nom d'imines cycliqgues [1-5]. La gymnodimine a été détectée pour la premiére fois dans des
mollusques et du plancton en Nouvelle-Zélande [1], et elle a depuis été observée a divers endroits
[6,7]. La gymnodimine est produite par le dinoflagellé Karenia selliformis et elle provoque une mort
rapide lors d’épreuves biologiques sur des souris [8]. Le CRM-GYM-b est une solution d’étalonnage
certifit(e de GYM dans du méthanol contenant 0,05 % d’'acide trifluoroacétique (TFA), a la
concentration indiquée au tableau 1.

Tableau 1: Concentrations certifiées pour le CRM-GYM-b.

pmol/L pg/mL

Composé

(a +20 °C) (a +20 °C)
Gymnodimine 4,93 +0,26 2,50+0,13 3,16 £ 0,17

Gymnodimine

N° dans le registre du CAS : 173792-58-0
Formule moléculaire : C32HasNO4

Masse moléculaire : 507,71

[M+H]*: m/z 508,3421

Date d'expiration : 1 an apres la date de vente
Conditions de stockage : -12 °C ou moins
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Utilisation prévue

Le CRM-GYM-b est une solution d’étalonnage certifiée congue pour le développement de méthodes
d’analyse et le dosage précis de la GYM. La concentration du CRM-GYM-b convient a la préparation
d’une série de dilutions & des fins d’étalonnage de systémes de chromatographie en phase liquide (CL)
et de systémes de chromatographie en phase liquide avec spectrométrie de masse (CL-SM), ainsi qu'a
des fins de dopage d’échantillons de contréle de mollusques pour le calcul de taux de récupération.

Préparation du CRM-GYM-b

La GYM a été isolée au Cawthron Institute (Nelson, Nouvelle-Zélande) d’une culture en laboratoire de
Karenia selliformis. Elle a été purifi€e en suivant plusieurs étapes chromatographiques. La solution de
MRC a été préparée en dissolvant de la GYM pure dans du méthanol dégazé de haute pureté
(contenant 0,05 % d’acide trifluoroacétique). Cette solution a été mélangée a fond au moyen d'un
barreau magnétique recouvert de téflon et d’un agitateur magnétique, tout en étant refroidie dans un
bain de glace sous une atmosphére d’argon. Des aliquotes ont été placées dans des ampoules en
verre ambré, et ces ampoules ont été scellées a la flamme sous argon. Les ampoules ont ensuite été
étiquetées, emballées et immédiatement transférées dans un endroit de stockage a long terme
a-80 °C.

Confirmation de la structure et évaluation de la pureté

La structure et la pureté de la GYM utilisée pour la préparation du CRM-GYM-b ont été confirmées par
spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) de H (figure 1). Un spectre des ions produits
obtenu par CL-SM/SM a mis en évidence une fragmentation caractéristique de la GYM (figure 2).

L’évaluation de la pureté de la solution mére de GYM a été réalisée par CL-SM. Aucune impureté majeure
n'a été détectée. Un certain nombre d’impuretés reliées a la GYM ([M+H]* & m/z 524,4) ont toutefois été
détectées a de trés faibles niveaux (< 0,1 %) (figure 3). Un isomere inconnu de la GYM, élué avant
celle-ci et représentant < 1 % de la concentration totale de GYM, a été résolu et détecté par CL-SM en
suivant des conditions isocratiques différentes (figure 4).

Homogénéité

Un nombre représentatif d’ampoules (n = 24) a été prélevé parmi la série complete d’ampoules
remplies afin de déterminer ’homogénéité du CRM-GYM-b. Les analyses ont été réalisées par CL-SM.
La variation d’'une ampoule a l'autre a été déterminée comme étant inférieure a la variation observée
pour des analyses multiples d’'une méme ampoule (ETR < 3 % pour n = 24), indiquant donc une
homogénéité acceptable pour toute la série d’'ampoules.

Etude de la stabilité

La stabilit¢ a court terme du CRM-GYM-b dans le méthanol (0,05 % TFA) a été évaluée au moyen
d’'une étude de stabilité isochrone inverse [9] avec -80 °C comme température de référence. Aprés une
période de 30 jours, aucune dégradation de la GYM n’a été observée a des températures allant jusqu’a
+37 °C, indiquant une excellente stabilité & court terme. La dégradation a +37 °C devenait significative
a long terme, aprés 6 mois. L'incertitude associée a la stabilité a long terme a été déterminée a des fins
d’inclusion dans l'incertitude combinée finale du CRM-GYM-b, en utilisant I'erreur-type de la pente
déterminée a -12 °C. L'’incertitude relative due a la stabilité a long terme (uws) est de 1,14 %. La
température de stockage recommandée pour le CRM-GYM-b est de -12 °C ou moins.
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Valeur certifiée

La valeur certifiee de 4,93 + 0,26 pumol/L pour le CRM-GYM-b (tableau 1) est basée sur les résultats
obtenus au Conseil national de recherches du Canada (CNRC) en suivant deux méthodes d’analyse
indépendantes : la spectroscopie RMN gquantitative (RMNq) [10] et la CL-SM. Les étalonnages pour la
RMNq ont été réalisés en utilisant des étalons de caféine de haute pureté diluée avec précision. Le
CRM-GYM (lot n° 20021220) a été utilisé pour I'étalonnage du systéme de CL-SM. Les conditions pour la
CL-SM étaient les suivantes : colonne Thermo 3 pm Hypersil BDS C8 (50 x 2,0 mm) maintenue & +30 °C;
0,3 mL/min acétonitrile/eau (30/70) contenant de l'acide formique 50 mM et du formate d’ammonium
2 mM.

Les résultats indiqués dans le présent certificat sont tragables selon la norme du Systeme international
d’unités (SI) au moyen d’étalons de pureté déterminée préparés par gravimétrie. Le présent produit est un
matériau de référence approprié pour les programmes d’assurance de la qualité des laboratoires.

Incertitude
L’estimation de l'incertitude globale (Ucrm) pour le CRM-GYM-b comprend les incertitudes associées a

la caractérisation du lot (lchar), @ la variation d’'une ampoule a l'autre (Unom) €t a la stabilité lors du
stockage a long terme (pswab) [11]. Ces éléments peuvent étre combinés sous la forme suivante :

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

dans laquelle k est le facteur de couverture (généralement 2).

Toutes les sources raisonnables d’erreur liées a la caractérisation du CRM-GYM-b ont été prises en
compte et quantifiées. L'analyse quantitative de la GYM par RMNq et par CL-SM/SM ont entrainé une
incertitude combinée (Uchar) de 0,030 uM. Une étude compléte sur ’lhomogénéité a été réalisée sur le
CRM-GYM-b, et son incertitude a été calculée a 0,052 uM. L’incertitude pour la stabilité a long terme
(Ustab) @ été établie & 0,056 pM. Toutes ces sources d’incertitude ont été combinées avec un facteur de
couverture de 2, pour obtenir une estimation de l'incertitude finale associée a la valeur certifiée du
CRM-GYM-b (tableau 2).

Tableau 2: Bilan des incertitudes pour la valeur certifiée du CRM-GYM-b.

Incertitude ‘ [umol/L]
Hhom 0,052
Mstab 0,056
Mchar 0,030

Ucrm (k=2) 0,26
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Instructions pour le stockage

Pour assurer la stabilité du CRM-GYM-b, ce matériau devrait étre stocké non ouvert a -12 °C ou moins.
De méme, toute dilution de ce matériau devrait étre stockée a -12 °C ou moins dans des flacons a
faible espace de téte.

Expiration

Pour les ampoules stockées non ouvertes dans les conditions de stockage recommandées de -12 °C
ou moins, la concentration certifiée du CRM-GYM-b est valide pendant 1 an & partir de la date de
vente.

Instructions pour l'utilisation

Avant d’ouvrir une ampoule, il faudrait la laisser revenir a la température ambiante, puis bien mélanger
son contenu. Les ampoules devraient étre ouvertes au niveau de la marque. Une fois I'ampoule
ouverte, des aliquotes précises devraient étre prélevées au moyen d'équipement volumétrique
étalonné, puis transférées dans des fioles ou des flacons jaugés. Une augmentation de la
concentration due a I'évaporation du méthanol aura lieu si la solution est laissée ouverte a I'air libre
pendant plus de quelques minutes. Il est recommandé de ne pas faire évaporer totalement les
solutions de CRM-GYM-b, en raison d’une décomposition potentielle sur les parois en verre. Note : Le
volume de la solution n'est pas certifie. Il ne faut donc pas simplement transférer le contenu de
'ampoule dans une fiole jaugée et compléter au volume.

Consignes de sécurité

Comme les spirolides du méme type de structure, la GYM est classée comme toxine a action rapide, et
des études ont montré gu’elle est hautement toxique pour des souris par injection intrapéritonéale [8].
Aucune maladie humaine associée a la GYM n’a jusqu’a présent été rapportée. Néanmoins, il faut
prendre des précautions quand on manipule le CRM-GYM-b. L'inhalation et I'ingestion du méthanol
sont dangereuses; l'ingestion peut entrainer la cécité ou la mort, alors qu’un contact cutané prolongé
peut conduire & une dermatite ou des lésions aux reins. Seules des personnes qualifiées devraient
manipuler la solution, et des méthodes d’élimination appropriées devraient étre suivies. Quand on
ouvre une ampoule, il faudrait porter des gants et une protection pour les yeux en cas de brisure du
verre. Une fiche signalétique (FS) est disponible pour le CRM-GYM-b.
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Figures

ppm
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Figure 1: Spectre RMN 'H de la GYM dissoute dans du méthanol-ds; (99,5 % D, Cambridge
Isotope Laboratories).
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Figure 2: Spectre de SM en tandem des ions produits de Iion [M+H]" (m/z 508) de la GYM,
obtenu au moyen d’un spectrométre de masse AB SCIEX 5500 QTRAP avec une
énergie de collision de 55 eV.
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Figure 3: Analyse par CL-SM du CRM-GYM-b et détection de traces d'impuretés (m/z

524>506, indiquées par des astérisques). Conditions : colonne Thermo 3 um

Hypersil C8 (150 x 2 mm) maintenue a +20 °C; eau (A) et acétonitrile/eau (95/5)
(B), les deux contenant de l'acide formique 50 mM et du formate d’ammonium
2 mM, avec un gradient d’élution de 5 & 100 % de B en 25 min a 0,2 mL/min;
spectrométre de masse AB SCIEX 5500 QTRAP utilisé en mode ion positif avec la

mesure de réactions sélectionnées.
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Figure 4: Analyse par CL-SM/SM de la solution mére du CRM-GYM-b montrant un isomere
inconnu de la GYM résolu dans des conditions isocratiques (isomere indiqué par un
astérisque). Conditions : colonne Phenomenex 3 pm Luna C8 (50 x 2,1 mm)
maintenue a +20 °C et élution & 0,2 mL/min avec un mélange méthanol/eau (25/75)
contenant de I'acide formique 50 mM. L'isomere représente environ 1 % quand suivi
en mode de détection d’ions sélectionnés.
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CNRC ou de I'un de ses fournisseurs qualifiés.

Tout commentaire, renseignement ou demande devrait étre adressé a:
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