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CRM-DTX2-cC (1ot 20221102)

Solution d’étalonnage certifiée pour la dinophysistoxine-2

La dinophysistoxine-2 (DTX2) est une toxine lipophile produite par des dinoflagellés
marins. Elle peut s’accumuler dans les mollusques et crustacés, et provoquer des
intoxications par phycotoxine diarrhéique [1]. La DTX2 est un analogue structural
réglementé de l'acide okadaique (AO), avec un groupement méthyle en position C35
plutét qu’en position C31 [2]. Le CRM-DTX2-c est une solution d’étalonnage certifiée de
DTX2 dans du méthanol et remplace le CRM-DTX2-b [3].

Tableau 1 : Concentration certifiée et incertitude pour le CRM-DTX2-c.

Composé Mg/mL (15-30 °C) umol/L (15-30 °C)

Dinophysistoxine-2 4,86 + 0,23 3,83+0,18 4,76 £ 0,23

Dinophysistoxine-2

Numeéro au registre CAS : 139933-46-3

InChlKey : BRFKTXCAUCYQBT-AKHROESGSA-N
Formule moléculaire : C44HssO13

Masse molaire : 805,00 g/mol

[M+H]* : m/z 805,4733

[M-H] : m/z 803,4587

Période de validité : 2 ans a partir de la date de vente
Conditions de stockage : -12 °C ou moins
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Utilisation prévue

Le CRM-DTX2-c est une solution d’étalonnage certifiée congue pour le développement de
méthodes d’analyse et le dosage précis de la DTX2. La concentration convient a la préparation
d'une série de dilutions pour ['étalonnage d’instruments, comme des systemes de
chromatographie en phase liquide avec détection par spectrométrie de masse (CPL-SM), ainsi
qgu’au dopage d’échantillons de contréle a des fins de mesures de taux de récupération.

Instructions pour I’entreposage et I'utilisation

Pour s’assurer de la stabilit¢ du CRM-DTX2-c, les ampoules doivent étre conservées a une
température de -12 °C ou moins.

Il est important de noter que le volume de la solution n’est pas certifié. Seule sa 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.

Avant d’ouvrir une ampoule, il faut la laisser revenir a la température ambiante et bien mélanger
son contenu. Un dispositif étalonné devrait étre utilisé pour faire des transferts précis de la solution
de matériau de référence certifi¢ (MRC). Le sous-échantillonnage répété et le stockage de la
solution de MRC une fois ouverte peuvent influer sur ses valeurs de concentration. Les utilisateurs
peuvent cependant tenter de démontrer que leurs procédures de sous-échantillonnage et de
stockage n’ont aucune incidence sur les concentrations.

Préparation du CRM-DTX2-c

La DTX2 a été isolée de tissus de moules (Mytilus edulis) contaminées, récoltées sur les cotes
du sud-ouest de I'lrlande. L’extraction et la purification préparative de la DTX2 ont été réalisées
au Marine Institute (Rinville, Oranmore, Co. Galway, Irlande) au moyen de procédures décrites
antérieurement [4].

La structure et la pureté de la DTX2 ont été confirmées par CPL-SM (figures 1 et 2), CPL avec
détection des aérosols chargés (CPL-DAC) et par spectroscopie de résonance magnétique
nucléaire (RMN) 1D et 2D. Une masse exacte mesurée de m/z 803,4592 (A = 0,6 ppm pour
Cu4He70137) a été obtenue pour l'ion [M—-H]™ de la DTX2 par CPL avec SM a haute résolution
(CPL-SMHR), et les données de SM/SM (figure 1B) correspondent a celles du CRM-DTX2-b et
des rapports scientifiques [5].

La solution mére a été préparée en dissolvant la DTX2 purifiée dans du CD3;OD a des fins
d’analyse quantitative par RMN de 'H (RMNQq) [6]. Le CRM-DTX2-c a été préparé au moyen d’une
dilution précise de la solution mére dans du méthanol dégazeé de haute pureté. Des aliquotes ont
été mises dans des ampoules en verre ambré préalablement remplies d’argon, puis
immédiatement scellées a la flamme. Chaque ampoule contient environ 0,5 mL de solution.

Méthodes d’analyse et attribution des valeurs

La valeur certifiée du CRM-DTX2-c (tableau 1) est une moyenne pondérée par les incertitudes
des résultats obtenus au CNRC par RMNq en utilisant de I'acide benzoique pour I'étalonnage,
par CPL-SM/SM avec le CRM-DTX2-b comme substance étalon, et par CPL-DAC avec le CRM-
DTX1-c comme substance étalon.

Une valeur informative de 0,12 £ 0,03 ug/g du 19-épi-DTX2 dans le CRM-DTX2-c a été
déterminée par RMNq et CPL-SMHR. Il est courant que la 19-épi-DTX2 soit co-éluée avec 'AO
en chromatographie en phase inverse [7]. Il faut en tenir compte avant d’utiliser le CRM-DTX2-c
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dans une solution contenant de 'AO. Des traces d’autres impuretés structurellement apparentées
sont également présentes dans le matériau (environ 1,4 % au total).

Homogénéité

Un nombre représentatif d’'ampoules de CRM-DTX2-c a été prélevé dans la série d’ampoules
préparées, puis elles ont été analysées par CPL-SM/SM. Aucune hétérogénéité n’a été observée.

Stabilité

Des études avec la DTX2 dans du méthanol ont démontré une bonne stabilité lorsque les
ampoules sont scellées et stockées a une température de -12 °C ou moins [7].

Incertitude

Toutes les sources raisonnables d’incertitudes liées a la caractérisation du CRM-DTX2-c ont été
prises en compte et mesurées. L'incertitude globale estimée (Ucrm) comprend les incertitudes
associées a la caractérisation du lot (uchar) et a linstabilité durant I'entreposage (Ustab) [8]. Ces
éléments sont présentés au tableau 2 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).

Tableau 2 : Eléments d’incertitudes pour la valeur certifiée du CRM-DTX2-c.

Incertitude Relative*

Uchar 0,014
Unom négligeable
Ustab 0,019

* Relative a la concentration donnée dans le tableau 1.

Consignes de sécurité

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-DTX2-c.

Période de validité

Lorsque 'ampoule non ouverte est conservée a la température recommandée (-12 °C), la
concentration certifiée du CRM-DTX2-c est valide pendant 2 ans a partir de la date de vente.
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Tracgabilité métrologique

Les résultats présentés dans le présent certificat sont tragables au Sl (Systeme international
d’unités) au moyen d’un étalon préparé par gravimétrie d’acide benzoique (matériau de référence
certifié¢ PS1 du NIST), de CRM-DTX2-b du CNRC (lot 20150819) et de CRM-DTX1-c du CNRC
(lot 20191010).

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 approuvé sous l'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 :Spectres de masse en balayage complet (A) et de dissociation induite par collision
(SM/SM) dans la plage de masse m/z inférieure (B), obtenus au moyen d’'une analyse
par CPL-SMHR de la DTX2 utilisée pour la préparation du CRM-DTX2-c, avec un
spectrométre de masse Q Exactive-HF en mode négatif. Les données de balayage
complet ont été acquises avec une résolution de 60 000. Les données de SM/SM ont
été acquises en mode balayage de suivi de réactions en paralléle a une résolution de
15000 et a une énergie de collision par paliers de 50, 65 et 80 eV.
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Figure 2 : Analyse CPL-SM/SM du CRM-DTX2-c avec une phase mobile acide, montrant la
résolution de la 19-épi-DTX2. Conditions chromatographiques : colonne Luna
2,5pum C18(2) (2,0 x 50 mm); phase mobile : formate d’ammonium 2 mM et acide
formique 50 mM (pH 2,3) dans de I'eau désionisée (A) et de I'acétonitrile a 95 % (B);
gradient: 25 a 100 % de B en 8 min, 250 yL/min a +20 °C; volume injecté : 1 pL.
Conditions de spectrométrie de masse : ionisation négative par électronébulisation
(-4,5kV) et mode balayage de suivi de réactions choisies avec potentiel de
désagrégation de —80 eV dans les deux cas, et des énergies de collision de —-65 et
-85 eV pour les transitions de 255,1 et 113,1, respectivement.
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