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Certificat d’analyse

Matériau de référence certifié

CRM-[Leu'JMCLY (ot 20131003)

Matériau de référence certifié d'une solution d’étalonnage pour Ila
[D-Leu!]microcystine-LY

La [D-Leul]microcystine-LY ([D-Leu!]MC-LY) est une toxine peptidique cyclique produite par des
cyanobactéries d’eau douce [1]. Les microcystines ont été associées a des empoisonnements
d'animaux et elles posent un risque pour la santé humaine lors d’'une contamination des
approvisionnements en eau potable [2,3]. Le CRM-[Leu!]MCLY est un matériau de référence
certifié¢ (MRC) d’une solution d’étalonnage de la [D-Leu!]MC-LY dans un mélange d’eau et de
méthanol (1:1, v/v).

Tableau 1 : Valeurs certifiées et incertitudes élargies (k = 2) pour le CRM-[Leu!]MCLY

Composé Fraction massique Co;;gg;‘;%téon Concentration
p‘g/g “g/mL (15_30 oc) umOI/L (15'30 C)
[D-Leut]microcystine-LY 8,40 + 0,32 7,77 £ 0,30 7,44 + 0,29
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[D-Leu]microcystine-LY

Numéro de registre CAS : 2341703-69-1

INChiKey : ANDKUSLFYHFLNO-WVYYMHGOSA-N
Formule moléculaire : CssH77N7O13

Masse molaire : 1044,24 g/mol

[M+H]" : m/z 1044,5652

Période de validité : 1 an a compter de la date de vente
Conditions d’entreposage : -12 °C ou moins
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Tableau 2 : Valeur informative pour le CRM-[Leu!]MCLY

Composé Concentration
P pmol/L (15-30 °C)
[D-Leut,Glu(OMe)®]microcystine-LY 0,24

Utilisation prévue

Le CRM-[Leu']MCLY est une solution d’étalonnage certifiée congue pour la mise au point de
méthodes d’analyse et le dosage précis de la [D-Leu!]MC-LY. Sa concentration convient a la
préparation d’'une série de dilutions pour I'étalonnage d’instruments, comme les appareils de
chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse (CPL-SM), ainsi que pour
I'enrichissement d’échantillons témoins a des fins de mesure du taux de récupération.

Préparation du matériau

La [D-Leu!]MC-LY a été isolée d'une culture de la souche CPCC-464 de la cyanobactérie
Microcystis aeruginosa. Cette toxine a été extraite de la biomasse cellulaire humide, purifiée par
chromatographie (colonne ouverte et semi-préparative), puis déshydratée in vacuo.

La structure et la pureté de la [D-Leu!]MC-LY ont été confirmées par spectroscopie de résonance
magnétique nucléaire (RMN) 1D et 2D, par chromatographie liquide avec détection d’azote par
chimiluminescence (CPL-DNCL) [4], par CPL-SM (figures 1 et 2) et par CPL-UV. Un m/z précis
et mesuré de 1044,5646 (A = 0,6 ppm pour le CssH7sN7013) a été obtenu pour I'ion [M+H]* de [D-
Leu!]MC-LY par CPL couplée a la SM a haute résolution (CPL-SMHR).

Une solution mére a été préparée en dissolvant la [D-Leu!]MC-LY purifiée dans un mélange de
CD3OH et d’eau (1:9, v/v) a des fins d’analyse quantitative par RMN *H (RMNq) [5]. La solution
de CRM-[Leu!]MCLY a été préparée par dilution précise de la solution mére dans un mélange
dégazé de méthanol et d’eau (1:1, v/v). Des aliquotes ont été transférées dans des ampoules
propres en verre ambré remplies d’argon, qui ont été immédiatement scellées a la flamme.
Chaque ampoule contient environ 0,5 mL de solution.

Caractérisation du matériau

Les valeurs certifiées pour le CRM-[Leu!]MCLY (tableau 1) sont basées sur les résultats obtenus
au Conseil national de recherches du Canada (CNRC) par RMN(q H et CPL-DNCL en utilisant la
caféine pour I'étalonnage, et par CPL avec détection des aérosols chargés (CPL-DAC) en utilisant
le CRM-MCLA [6] pour I'étalonnage.

De faibles concentrations de lisomére (6Z)-ADDA de la [D-Leul]microcystine-LY ([M+H]*
m/z 1044,5652 : < LQ) et de I'ester méthylique [DLeu?,Glu(OMe)JMC-LY ([M+H]* m/z 1058,5810;
0,24 uM) sont présentes dans le CRM-[Leu!]MCLY (figure 2). La valeur informative (tableau 2) a
été attribuée par CPL-SMHR avec étalonnage a 'aide du CRM-[Leu!]MCLY, en supposant une
réponse équimolaire a la [D-Leu]MC-LY.

Tracabilité métrologique

Les résultats présentés dans le présent certificat sont tragables au Systéme international d’unités
(SI) au moyen d’étalons préparés par gravimétrie et composés d’'un matériau de référence certifié
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de caféine du NMIA (M724c) et du CRM-MCLA (lot 20210128) du CNRC.
Homogénéité

Un nombre représentatif d’'ampoules de CRM-[Leu!]MCLY ont été sélectionnées dans la série
d’ampoules préparées, puis elles ont été analysées par CPL-UV. Aucune hétérogénéité n’a été
observée.

Stabilité

Des études sur le CRM-[Leu!]MCLY ont montré une stabilité a des températures allant jusqu’a
4 °C pendant un an, y compris a la température d’entreposage recommandée de -12 °C.

Incertitude

L’incertitude élargie (U) pour toutes les valeurs est égale a U = ku., uc étant l'incertitude type
composée calculée conformément au Comité commun pour les guides en métrologie (JCGM) [7]
et k étant le facteur de couverture. Un facteur de couverture de k =2 a été appliqué, ce qui
correspond a un niveau de confiance d’environ 95 %.

Toutes les sources raisonnables d’incertitude liées aux valeurs certifiées du tableau 1 ont été
prises en compte. L’estimation de l'incertitude combinée comprend les incertitudes dues a la
caractérisation du lot, & la variation possible inter-unité et a la stabilité du matériau.

Entreposage

Le matériau doit étre entreposé a une température inférieure ou égale a -12 °C. L’'ampoule devrait
étre entreposée non ouverte.

Instructions de manipulation et d’utilisation

Avant I'ouverture, chaque ampoule doit d’abord étre équilibrée a la température ambiante et le
contenu doit étre soigneusement mélangé. L’'ampoule doit étre ouverte a la marque prélimée juste
avant son utilisation. Un dispositif étalonné doit étre utilisé pour transférer de fagon précise la
solution du MRC. La valeur certifiée n’est garantie que si 'ampoule est échantillonnée
immédiatement aprés I'ouverture afin de limiter 'évaporation du solvant. Il est important de noter
gue le volume de la solution n’est pas certifié; seules sa fraction massique et sa concentration le
sont. En conséquence, tout le contenu de 'ampoule ne peut étre dilué de fagon volumétrique.

Apreés la premiére ouverture de 'ampoule, un sous-échantillonnage répétitif de la solution du MRC
et son entreposage peuvent avoir un impact sur les valeurs certifiées. |l incombe aux utilisateurs
de démontrer que leurs procédures de sous-échantillonnage et d’entreposage n’ont aucune
incidence sur les valeurs certifiées.

Renseignements sur la santé et la sécurité

Seul un personnel qualifié devrait manipuler ce matériau et des méthodes d’élimination
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appropriées doivent étre suivies. Une Fiche de données de sécurité (FDS) est disponible a
l'adresse 10.4224/crm.2025.leulmcly.20131003. Réservé a l'usage du laboratoire uniquement;
non destiné a la consommation humaine, aux usages thérapeutiques, aux médicaments, aux
usages domestiques ou a tout autre usage.

Période de validité

Les valeurs certifiées sont valides pendant 1 an a compter de la date de vente, pourvu que les
conditions d’entreposage et les instructions de manipulation et d'utilisation précisées dans le
présent certificat soient respectées.

Systéme de gestion de la qualité

Le CNRC est l'institut national de métrologie (INM) du Canada et est signataire de I'’Arrangement
de reconnaissance mutuelle du Comité international des poids et mesures (CIPM MRA). Le CIPM
MRA a été développé en réponse a un besoin croissant d’'un systéme ouvert, transparent et
complet pour donner aux utilisateurs des informations quantitatives fiables sur la comparabilité
des services nationaux de métrologie et de fournir la base technique des accords plus larges
négociés pour les échanges internationaux, le commerce et les affaires réglementaires. Notre
Systéme de gestion de la qualité pour les services de mesure et les matériaux de référence
certifiés est conforme aux exigences des normes ISO/IEC 17025 et ISO 17034.
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Figure 1: Spectres de masse en balayage complet (A) et de dissociation induite par collision
[SM/SM] (B), obtenus au moyen d’une analyse par CPL-SMHR de la [D-Leu!]MC-LY
utilisée pour la préparation du CRM-[Leu!]MCLY, a I'aide d’un spectrométre de masse
Thermo QExactive-HF en mode positif. Toutes les données ont été acquises avec une
résolution de 120 000. Les données de SM/SM ont été acquises en mode suivi de
réactions en parallele a une énergie de collision normalisée de 30 eV.
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Figure 2 : Analyse par CPL-SMHR du CRM-[Leu!]MCLY a l'aide d’un instrument CPL
Agilent 1200 LC couplé a un spectrométre de masse Thermo QExactive-HF.
Conditions de CPL : Agilent Poroshell 120 SB, 2,7 um, C18 (2,1 x 250 mm) a 30 °C;
phase mobile : 0,2 % d’acide formique dans I'eau (A) et dans le méthanol (B); élution
par gradient a 0,2 mL/min de 50 a 80 % de B a 20 min, suivie d’un rééquilibrage de
10 min dans 50 % de B; volume d’injection : 5 pL. Chromatogrammes des ions
extraits (x 5 ppm) montrant la [D-Leu!]MC-LY, la [D-Leu?,(6Z)-Adda’]MC-LY et la
[D-Leut,Glu(OMe)°IMC-LY.
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Ce certificat est valide uniquement si le matériau correspondant a été obtenu directement auprés
du CNRC ou d’un revendeur autorisé. Les utilisateurs doivent s’assurer que le certificat a leur
disposition est a jour. Pour les mises a jour, veuillez consulter le site suivant:
10.4224/crm.2025.leulmcly.20131003.

Veuillez adresser tout commentaire, renseignement ou demande au :

Conseil national de recherches du Canada
Centre de recherche en métrologie

1411, rue Oxford

Halifax (Nouvelle-Ecosse) B3H 3Z1

Téléphone : 902-426-8281
Télécopieur : 902-426-5426
Courriel : CRM.sales-ventes.MRC@nrc-cnrc.gc.ca
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