Certificat d’analyse

Matériau de référence certifié

CRM-FDMT1 (1ot numéro 20070717)

Matériau de référence certifié de tissu de moule lyophilisé pour de multiples toxines
marines

Les toxines algales marines peuvent s’accumuler dans les mollusques et crustacés filtreurs a des
concentrations dangereuses pour la santé humaine. Il est nécessaire d’en surveiller la présence pour
protéger les consommateurs et l'industrie des fruits de mer [1,2]. Le CRM-FDMT1 est un tissu de
moule lyophilisé (Mytilus edulis) contenant des toxines de six groupes importants de toxines de
mollusques et crustacés. Il a été préparé en mélangeant des tissus de moules contaminés et le
fortifiant avec des algues cultivées et des toxines purifiees [3]. Des valeurs certifiées et des incertitudes
totales (Ucrv) ont été établies pour ce qui suit: acide domoique, azaspiracide-1, -2 et -3, acide
okadaique, dinophysistoxine-1 et -2, yessotoxine, pecténotoxine-2 et 13-déméthylspirolide C
(tableaux 1 et 2). Des valeurs a titre d’information ont également été attribuées a un certain nombre
d’analytes supplémentaires provenant de chaque groupe de toxines (tableaux 4 et 5).

Tableau 1 : Valeurs de concentrations certifiées et incertitudes associées pour le CRM-FDMT1.

Concentration’

Composé

(mglkg)

Acide domoique (AD + 5'-épi-AD) 126 + 10
Azaspiracide-1 (AZA1 + 37-épi-AZA1) 4,10 £ 0,40
Azaspiracide-2 (AZA2 + 37-épi-AZA2) 1,13+0,10
Azaspiracide-3 (AZA3 + 37-épi-AZA3) 0,96 + 0,10
Acide okadaique (AO) 1,59+ 0,18
Dinophysistoxine-1 (DTX1) 0,68 + 0,07
Dinophysistoxine-2 (DTX2) 3,57 £ 0,33
Yessotoxine (YTX) 2,49+0,28
Pecténotoxine-2 (PTX2) 0,66 + 0,06
13-déméthylspirolide C (13-déMé-SPX C) 2,70 £ 0,26

"Les valeurs certifiées sont fondées sur la masse de la poudre lyophilisée telle qu’elle est regue.

Période de validité : 3 ans a partir de la date de vente
Conditions de stockage : =12 °C ou moins
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Tableau 2 : Renseignements sur les toxines avec des valeurs certifiées pour le CRM-FDMT1.

Acide domoique : C15H21NOe
N° CAS : 14277-97-5
Masse moléculaire : 311,3
Masse monoisotopique : 311,1369

Azaspiracide-1 : C47H71NO12
N° CAS : 214899-21-5
Masse moléculaire : 842,1
Masse monoisotopique : 841,4976

Azaspiracide-2 : C4sH73NO12
N° CAS : 265996-92-7
Masse moléculaire : 856,1
Masse monoisotopique : 855,5133

Azaspiracide-3 : C46HsoNO12
N° CAS : 265996-93-8
Masse moléculaire : 828,0
Masse monoisotopique : 827,4820

Acide okadaique : C4sHgssO13
N° CAS : 78111-17-8
Masse moléculaire : 805,0
Masse monoisotopique : 804,4660

Dinophysistoxine-1 : C4sH70013
N° CAS : 81720-10-7
Masse moléculaire : 819,0
Masse monoisotopique : 818,4816

Dinophysistoxine-2 : C44HesO13
N° CAS : 139933-46-3
Masse moléculaire : 805,0
Masse monoisotopique : 804,4660

Yessotoxine : CssHg2021S2
N° CAS : 112514-54-2
Masse moléculaire : 1143,4
Masse monoisotopique : 1142,4790

Pecténotoxine-2 : C47H70014
N° CAS : 97564-91-5
Masse moléculaire : 859,1
Masse monoisotopique : 858,4766

13-déméthylspirolide C : C42Hs1NO7
N° CAS : 334974-07-1
Masse moléculaire : 691,9
Masse monoisotopique : 691,4448

i+
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MRC Biotoxines CRM-FDMT1 317

Utilisation prévue

Le CRM-FDMT1 est un MRC a matrice congu pour tester la précision des méthodes d’analyse entiéres.
Le MRC contient de nombreuses toxines de mollusques et crustacés qui sont réglementées dans les
programmes de surveillance des biotoxines. La grande variété d’analytes dans ce matériau (des
valeurs certifiées et des incertitudes ont été associées a certains, tandis que d’autres ont des valeurs a
titre d’information) fait du CRM-FDMT1 un matériau de valeur pour développer des proceédures
efficaces d’extraction des échantillons, pour optimiser les méthodes de séparation et de détection et
pour la mesure de justesse dans le contrdle de la qualité routine.

Instructions pour I’entreposage et I'utilisation

Les flacons scellées de CRM-FDMT1 devraient étre stockés dans le congélateur (<-12°C) pour
assurer la stabilité entre les sous-échantillonnages. Aprés avoir prélevé le montant désiré, les flacons
doivent étre de nouveau scellés, sous gaz inerte (azote ou argon) a I'aide du bouchon de caoutchouc
et d’'une capsule a sertir ou de la pellicule plastique de laboratoire, et doivent étre immédiatement remis
au congélateur.

Nous recommandons une taille minimale de sous-échantillon de 0,35 g, qui est I'équivalent d’environ 2 g
de tissu humide aprés reconstitution [4]. Pour reconstituer la quantité de 0,35 g de CRM-FDMT1, un
volume de 1,65 mL d’eau désionisée doit étre ajouté puis le tout agité au vortex pendant 30 secondes;
I’échantillon doit ensuite subir une sonication pendant 60 secondes [5,6]. Veuillez noter : Les valeurs
certifiées pour le CRM-FDMT1 sont liées au matériau de référence certifié tel qu’il est recu et non aux
concentrations observées sur une base de masse complétement séche. Il est de la plus haute
importance que toutes les précautions soient prises pour éviter les changements dans le taux
d’humidité de la poudre lyophilisée, car les changements pourraient avoir un impact considérable sur
les concentrations mesurées en comparaison aux valeurs certifiées.

Préparation de la matrice du MRC

La planification et la préparation du CRM-FDMT1 ont été décrites en détail [3]. Brievement, un
homogénat trempe initial a été produit en combinant divers tissus de mollusques et crustacés
naturellement contaminés avec des matériaux de toxines purifiées ou semi-purifiées. Les toxines AZA,
AO, DTX1, DTX2 et AD étaient présentes dans des moules contaminées naturellement (Mytilus edulis),
qui ont été homogénéisées puis passées a l'autoclave pour réduire I'activité enzymatique et pour
stabiliser le profil de toxines [7,8]. Le PTX2 a été obtenu principalement a partir d’un extrait d’algue
(Dinophysis spp.) [9]. La toxine YTX a été obtenue en tant que sel disodique purifié a partir d’'une
culture d’algues [10]. Le 13-déMé-SPX C [11] a été ajouté a l'aide d'une culture d’Alexandrium
ostenfeldii. Des stabilisants (éthoxyquine, ampicilline, oxytétracycline et érythromycine) ont été ajoutés
a 'homogénat trempe en vrac [12]. Le matériau a été bien mélangé au Marine Institute (Galway,
Irlande) avant d’étre envoyé a I'Institut des matériaux et mesures de référence (Geel, Belgique) aux fins
de lyophilisation et de remplissage des flacons. Le tissu lyophilisé a été soumis a un broyage
cryogénique et a un tamisage a travers une grille maillée de 250 ym, avant d’étre une fois de plus
homogénéisé sous forme de poudre séche. La poudre a été distribuée par portions de 3 g dans des
flacons en verre ambré de 30 mL sous azote sec et scellés a I'aide de bouchons de caoutchouc et de
capsules a sertir.

Méthodes d’analyse et attribution des valeurs
Les méthodes d’extraction et de CL-SM ont été optimisées pour des groupes spécifiques de toxines
dans le CRM-FDMT1 afin d’atteindre les plus hauts niveaux d’exactitude. Des valeurs certifiées

(tableau 1) ont été attribuées a l'aide de deux approches d’analyse indépendantes. Des flacons de
CRM-FDMT1 couvrant la série de remplissage ont été choisis aux fins de certification. Les échantillons
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ont été extraits a I'aide de procédures d’extraction liquide-solide (ELS) ou de dispersion compléte en
phase a matrice solide (DPMS). Les extraits ont été quantifiés par analyse CL-SM soit a l'aide
d’étalonnage apparié a la matrice ou par des additions connues d'un étalon [4]. Lorsque la réponse a
'analyse CL-SM était suffisante, les extraits ont été dilués pour éliminer les effets de la matrice, ce qui
permet une détermination directe a 'aide de solutions étalons préparées dans du solvant pur. Toutes
les solutions d’étalonnage et les solutions pour les additions connues ont été préparées a partir des
matériaux de référence certifiées (MRC) fournis par le Conseil national de recherches du Canada
(CNRC), Science des mesures et étalons.

Acide domoique

Les échantillons ont été extraits a I'aide d’'une procédure par ELS (méthanol/eau, 1:1/v:v). Les extraits
ont été quantifiés par CL-UV et par CL-SM (figure 1). Aucuns effets de matrice significatifs n’ont été
détectés lors de I'analyse de I'AD par CL-SM dans les conditions utilisées. La valeur certifiée a été
attribuée en tant que somme de I'AD et de I'épi-AD dans le CRM-FDMT1, a partir de la moyenne des
déterminations effectuées par CL-UV et CL-SM.

Azaspiracides

Des échantillons ont été extraits a l'aide de procédures d’ELS (méthanol & 100 %) et de DPMS
(méthanol & 100 %). Des additions connues d'un étalon ont été effectuées pour compenser les effets
de la matrice dans I'analyse des échantillons d’ELS par CL—SM. Une procédure d’étalonnage apparié a
la matrice a été utilisée pour quantifier les extraits de la procédure DPMS. Ce dernier a été effectué en
dopant les MRC étalons dans un extrait de tissus de moules « blanc » (CRM-Zero-Mus) préparé en
suivant la méme méthode de DPMS utilisée pour le CRM-FDMT1. Les niveaux certifiés d’AZA1, AZA2
et AZA3 constituent la moyenne des données obtenues par ELS-additions connues d’'un étalon et
DPMS-étalonnage apparié a la matrice. lls ont été calculés pour chaque analogue en tant que somme
du pic principal et du pic d'un isomére structurel [4] (figure 2). lls ont été identifiés en tant
qu’épiméres 37 des analogues d’AZA respectifs [13]; par ailleurs, il convient de noter que dans
certaines conditions de séparation, les épiméres ne sont pas résolus [4]. Des facteurs de réponse
equimolaires ont été utilisés lors de la combinaison des surfaces des pics de ’AZA principal et de son
isomére.

Acide okadaique et dinophysistoxines

Des échantillons ont été extraits a I'aide de procédures d’ELS (méthanol a 100 %) et de DPMS
(méthanol a 100 %). Des additions connues d'un étalon ont été effectuées pour compenser les effets
de la matrice. Des solutions de dopage indépendantes ont été préparées pour I'addition connue
d’étalons pour les extraits d’ELS et de DPMS. Les échantillons ont été analysés par CL-SM (figure 3)
et les résultats moyens ont été utilisés afin d’attribuer des concentrations certifiées pour les acides
libres d’AO, DTX1 et DTX2.

Yessotoxine et pecténotoxine-2

Des échantillons ont été extraits a I'aide de procédures d’'ELS (méthanol/eau, 90:10) et de DPMS
(méthanol/eau, 80:20). Des additions connues d’un étalon ont été effectuées pour compenser les effets
de la matrice dans lI'analyse par CL-SM et des solutions de dopage indépendantes ont été utilisées
pour les extraits issus de 'ELS et de DPMS. La toxine YTX a été suivie en mode d’ions négatifs et le
PTX2 a été analysé en mode d’ions positifs (figure 4). Des valeurs certifiées pour 'YTX et le PTX2 sont
un moyen des resultats obtenus a partir des expériences avec additions connues d’étalons menées sur
les extraits issus de 'ELS et de DPMS.
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13-Déméthylspirolide C

Des échantillons ont été extraits a l'aide de procédures d’ELS (méthanol & 100 %) et de DPMS
(méthanol a 100 %). Afin d’éliminer les effets de la matrice, des dilutions 1:15 des extraits ont été
préparées pour l'analyse par CL-SM [4]. Cette démarche a été facilitée par la concentration
relativement élevée de 13-déMé-SPX C et par la réponse importante a I'analyse SM pour cet analyte.
Les extraits dilués ont été quantifiés directement par rapport au CRM-SPX1. La valeur certifiée pour le
13-déMeé-SPX C dans le CRM-FDMT1 a été attribuée en tant que moyenne des résultats de 'ELS et de
DPMS.

Homogénéité

L’homogénéité d’'un flacon a l'autre des toxines lipophiles dans le CRM-FDMT1 a été évaluée par
échantillonnage aléatoire stratifié de flacons provenant de a travers la série de remplissage (n = 20)
[5,14]. L'homogénéité du CRM-FDMT1 dans un méme flacon a été évaluée en utilisant 'AD en tant
gu'analyte modéle. Huit flacons ont été choisis pour représenter la série compléte de remplissage, en
prélevant quatre sous-échantillons dans chaque flacon [5]. Des aliquotes de tailles différentes ont été
analysées pour déterminer la quantité minimale de ['échantillon requis pour garantir des sous-
échantillons représentatifs. D’aprés ces résultats, une dose minimale d’échantillon de 0,35 g est
recommandée lorsque I'on utilise le CRM-FDMT1 [5]. Les contributions des incertitudes découlant
d’essais relatifs a I’homogénéité des divers analogues sont incluses dans le bilan des incertitudes
totales pour le CRM-FDMT1 (tableau 3).

Etude sur la stabilité

Des études sur la stabilité a court et long termes ont été réalisées sur le CRM-FDMT1. Des études sur
la stabilité a court terme ont démontré que les analytes certifiés sont stables dans les conditions
d’expédition utilisées par Métrologie des biotoxines du CNRC. La stabilité a long terme a été évaluée a
=20 °C, +4 °C et +18 °C et aucune dégradation n’a été observée pendant une période d’'un an, quelle
que soient les conditions. Au moyen de l'erreur-type de la pente & =20 °C au cours d’une période de
trois ans, on a déterminé l'incertitude associée a la stabilité a long terme (uxs) afin de I'utiliser lors du
calcul de l'incertitude combinée finale (tableau 3). Le suivi de la stabilité du CRM-FDMT1 est encore en
cours [15].

La teneur en eau du CRM-FDMT1 a été mesurée a 'aide d’'une méthode validée de titrage Karl Fischer
qui a donné un résultat de 3,9 % (m/m) £ 0,6. D’aprés les vérifications, la teneur en eau du matériau
est stable aprés trois ans de stockage dans les conditions recommandées. Les flacons qui ont été
ouverts, échantillonnés, de nouveau scellés et stockés conformément aux consignes susmentionnées
ont maintenu des niveaux d’humidité stables pendant cette période.

Incertitude

Toutes les contributions significatives d’incertitudes liées a la caractérisation du CRM-FDMT1 sont
décrites en détail ailleurs [16]. L'estimation de l'incertitude globale (Ucrvm) comprend des incertitudes
associées a la caractérisation du lot (uchar), @ 'aide des deux méthodes d’analyse, a la variation d’un
flacon a l'autre (unom) €t a 'incertitude associée au stockage a long terme (ustas) [17]. Ces éléments sont
donnés dans le tableau 3 et sont combinés 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 % (k = 2).
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Tableau 3 : Bilan d’incertitude pour les valeurs certifiees du CRM-FDMT1.

Incertitude

Composé Ucaractérisation ~ Uhomogénéité Ustabilité co(r:l:i;)ée
AD + 5'-épi-AD 1,7 0,9 4,4 10,0
AZA1 + 37-épi-AZA1 0,10 0,05 0,17 0,40
AZA2 + 37-épi-AZA2 0,03 0,01 0,04 0,10
AZA3 + 37-épi-AZA3 0,02 0,03 0,04 0,10
AO 0,04 0,02 0,08 0,18
DTX1 0,02 0,01 0,03 0,07
DTX2 0,07 0,05 0,14 0,33
YTX 0,06 0,10 0,08 0,28
PTX2 0,01 0,02 0,02 0,06
13-déMeé-SPX C 0,06 0,10 0,05 0,26

Caractérisation d’autres toxines présentes dans le CRM-FDMT1

Le CRM-FDMT1 a été préparé en utilisant des tissus naturellement contaminés et contient donc divers
analogues supplémentaires provenant des différents groupes de toxines. Le CRM-FDMT1 a été
examiné et des concentrations indicatives ont été attribuées pour un certain nombre d’analogues non
certifiés (tableaux 4 et 5). Veuillez noter : Ces concentrations ne sont pas certifiées et sont fournies a
titre informatif. En I'absence d’étalons individuels pour ces diverses toxines, des réponses équimolaires
et des efficacités d’extraction égales ont été présumées pour les analogues des catégories spécifiques.
Le profil des toxines du CRM-FDMT1 a également été caractérisé en profondeur par chromatographie
liquide—spectrométrie de masse a haute résolution [18].

Esters acyliques du groupe de toxines de I’acide okadaique

Il y a des concentrations significatives de divers esters acyliques d’acides gras d’AO, de DTX1 et de
DTX2 dans le CRM-FDMT1. Une procédure d’hydrolyse basique [19] a été utilisée pour déterminer
indirectement les niveaux d’esters acyliques en utilisant les conditions d’extraction et de CL-SM
appliquées pour la certification de 'AO et des DTX. Les niveaux d’AO, de DXT1 et de DXT2 ont
augmenté d’environ 20 a 60 % a la suite de I'hydrolyse basique (tableau 4).

Tableau 4 : Niveaux d’esters acyliques du groupe acide okadaique dans le CRM-FDMT1.

I s Estérifié
Analogue parent I’hydrolyse I’hydrolyse (%)
(mg/kg)’ (mg/kg)? °
AO 1,59 3,91 59
DTX1 0,68 0,85 20
DTX2 3,57 5,41 34

"Valeurs certifiées (tableau 1); 2Les valeurs totales (incluant les esters) ne sont pas certifiées.
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Isomeéres de I’'acide domoique

L’analyse a été effectuée par CL (Agilent 1100) et SM (AB Sciex 4000 a triple quadripble), colonne :
Luna C18(2), 100 x 2,0 mm, 2,5 ym; phase mobile : eau (A) et acétonitrile (B) contenant chacun 0,1 %
d’acide formique; de 5 & 20 % de B en 30 min; 200 yL/min a +35 °C; injection 0,5 pL. Le CRM-FDMT1
contient des formes isomériques d’AD en raison des traitements thermiques utilisés dans les étapes de
préparation préliminaire [3,19] (tableau 5). Des solutions d’étalonnage précises ne sont pas disponibles
pour les isoméres. Ainsi les concentrations ont été estimées en assumant que leurs réponses en SM
(mode de détection d’ions sélectionnés, SIM) étaient égales a celle du 5'-épi-AD.

Azaspiracides

Les conditions utilisées étaient comme décrites pour la certification des AZA1-3, mais le gradient a été
prolongé a 12 min pour parvenir a une meilleure séparation. Divers analogues d’AZA sont présents
dans le CRM-FDMT1, ce qui correspond avec la littérature qui décrit en détail la complexité de ce
groupe de toxines [20]. Les analogues détectés des AZA (tableau 4) ont été quantifiés par rapport a la
valeur certifiée de 'IAZA1 + 37-épi-AZA1 dans le CRM-FDMT1, en assumant une réponse équimolaire
pendant les transitions en mode de réactions sélectionnées avec perte d'eau. Outre les AZA
rapportées dans le tableau 5, divers analogues d’AZA supplémentaires et des isoméres ont été
détectés a des niveaux de traces (données non présentées).

Pecténotoxines

Les analogues de PTX ont été examinés par CL avec un systéme Agilent 1260 couplé a un SM, AB
Sciex QTRAP 5500, colonne : Halo C18, 50 x 2,1 mm, 2,7 ym; phase mobile binaire : eau (A) et 95 %
d’acétonitrile (B) contenant chacun 5 mM de acétate d’ammonium; 60 - 100 % de B en 30 min,
300 pyL/min a +20 °C; volume injecté : 2 uL. Le PTX2 séco acide (PTX2sa) et le 7-épi-PTX2sa ont été
détectés dans le CRM-FDMT1, ainsi qu’'un certain nombre d’'isoméres du PTX2 a des niveaux de
traces (figure 4). Le PTX2sa et le 7-épi-PTX2sa ont été quantifiés a I'aide d’'un étalon maison pour le
PTX2sa, assumant des réponses équimolaires.

Yessotoxines

Les conditions étaient les mémes que celles décrites pour la certification de la YTX (figure 4). Bien que
la toxine YTX ait été ajoutée au CRM-FDMT1 en tant que toxine purifice, il a été déterminé que
certains des tissus utilisés dans la préparation avaient de faibles niveaux d’autres analogues divers
d’YTX. La valeur certifiée de la toxine YTX dans le CRM-FDMT1 a été utilisée pour quantifier les
niveaux des analogues d'YTX, assumant des réponses équimolaires (tableau 5).

Imines cycliques

Les extraits de CRM-FDMT1 ont été examinés en mode de réactions sélectionnées pour déceler les
spirolides, les pinnatoxines (PnTX) et les gymnodimines par CL avec un Agilent 1260 couplé a un SM,
AB Sciex QTRAP 5500, colonne : KBDS Hypersil C8, 150 x 2 mm, 3 ym; phase mobile : eau (A) et
95 % d’acétonitrile (B), contenant chacun 50 mM d’acide formique et 2 mM de formate d’ammonium;
gradient : 25-55 % de B en 10 min, 200 yL/min a +20 °C; volume injecté : 5 yL (figure 5). La valeur
certifiee pour le 13-déMé-SPX C dans le CRM-FDMT1 a été utilisée aux fins de quantification des
analogues des spirolides en assumant des réponses équimolaires. La Pinnatoxine G (PnTX-G) a été
quantifié a 'aide du CRM-PnTX-G (tableau 5).
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Tableau 5 : Valeurs a titre d’information pour des analogues de toxines sélectionnées dans le CRM-
FDMT1.

Concentration

i+

Composé

[M+H]*

(TRR)

Temps de rétention relatif

(relatif 2 I’AD) (mglkg)
Acide isodomoique E 312,1 0,83 3
Acide isodomoique D 3121 0,85 8
Acide isodomoique A 312,1 0,92 6
Acide domoique 312,1 1,00 124
Acide C5'-épi-domoique 312,1 1,06 2

, + TRR Concentration
Composeé [M+H] (relatif a PAZA1) (ma/kg)
AZA4 844.5 0,72 0,42
AZA9 858,5 0,75 0,11
AZA5 844,5 0,76 0,06
AZA7 858,5 0,78 0,06
AZA8 858,5 0,81 0,09
AZA10 858,5 0,82 0,03
AZA3 828,5 0,90 0,89
37-épi-AZA3 828,5 0,94 0,07
AZA6 842,5 0,96 0,19
AZA1 842,5 1,00 3,83
AZA2 856,5 1,06 1,05
37-épi-AZA1 842,5 1,09 0,27
37-épi-AZA2 856,5 1,18 0,08
Composé TRR Concentration
P (relatif a I'YTX) (mg/kg)
COOH-YTX 1173,5 0,72 0,29
45-OH-YTX 1157,5 0,87 0,56
. + TRR Concentration
G EeE L) (relatif 3 la PTX2) (mg/kg)
PTX2sa 894,5 0,67 0,68
7-épi-PTX2sa 894,5 0,72 1,04
, + TRR Concentration
ERBIECEE LoFs (relatif au 13-déMé-SPX C) (mg/kg)
Isomére de 13-déMé-SPX C 692,5 0,99 0,05
SPX C 706,5 1,01 0,11
13-déMé-SPX D 694,5 1,04 0,11
20-Mé-SPX G 706,5 1,09 0,04
PnTX-G 694,5 1,24 0,02
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Consignes de sécurité

Le CRM-FDMT1 contient une variété de biotoxines marines qui peuvent provoquer des maladies
gastro-intestinales et des maux de téte si elles sont ingérées en quantités suffisantes. Seules des
personnes qualifiées devraient manipuler ce matériau en utilisant un équipement de protection
adéquat. Des moyens appropriés d’élimination devraient étre utilisés pour les extraits d’échantillons.
Une fiche de données de sécurité (FDS) est disponible pour le CRM-FDMT1.

Période de validité

S'il est entreposé non ouvert dans les conditions recommandées, les concentrations certifiées du CRM-
FDMT1 sont valides pour 3 ans a partir de la date de vente.

Tragabilité métrologique

Les résultats présentés dans ce certificat sont tragables au Sl (Systeme international d’unités) par
I'entremise d’étalons de pureté établie, préparés par gravimétrie.

Systéme qualité (ISO/CEI 17025, Guide 1SO 34)

Ce matériel a été produit conformément au systéme qualité documenté de Science des mesures et
étalons (SME) du Conseil national de recherches du Canada (CNRC), qui est conforme aux exigences
de la norme ISO/CEI 17025 et du Guide ISO 34.

Le systeme qualité de SME, a I'appui des aptitudes en matiére de mesures et d'étalonnages du CNRC
énumerées dans la base de données sur les 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 jugé conforme aux attentes de l'arrangement de
reconnaissance mutuelle du Comité international des poids et mesures (CIPM). Le certificat
d'approbation SIM est disponible sur demande.
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Figure 1 : Analyses de 'AD dans le CRM-FDMT1 par CL-UV (A) et CL-SM/SM (B). Conditions pour la
CL-UV : CL Agilent 1100; longueur d’onde : 242 nm; colonne : Luna C18 (150 x 4,6 mm,
3 um) a +35 °C; phase mobile : 10 % d’acétonitrile et 0,1 % d’acide trifluoroacétique dans
'eau; débit: 0,9 mL/min; volume injecté: 10 pL. Conditions pour la CL-SM: CL Agilent
1100 et SM AB Sciex API4000 a triple quadripble opéré en mode positif avec la mesure de
réactions sélectionnées (312 > 266); énergie de collision: 25V; potentialité de
défragmentation : 50 V; colonne : Luna C18 (150 x 4,6 mm, 3 ym) a +35 °C; phase mobile :

10 % d’acétonitrile et 0,1 % d’acide formique dans I'eau; débit : 0,9 mL/min; volume injecté :
5 uL.
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Figure 2 : Analyse CL-SM/SM du CRM-FDMT1 pour les AZA. Conditions : CL Agilent 1200 et SM AB
Sciex QTRAP 4000; énergie de collision: 70 V; potentialité de défragmentation : 50 V;
colonne : Luna C18(2) (50 x 2 mm, 2,5 um) a +15 °C; phase mobile binaire : 5 mM acétate
d’ammonium dans I'eau a un pH de 7 (A) et dans 95 % d’acétonitrile (B); gradient : 25—
100 % de B en 5 min; débit : 0,35 mL/min; volume injecté : 5 pyL. Les surfaces de pic pour
les épiméres des AZA-1, -2 et -3 sont combinées avec celles des pics principaux pour
obtenir les valeurs certifiées. L'AZA6 n’est pas certifié. Les pics d’élution dans les traces
d’AZA3 et d’AZAG6 (*) sont des produits de dégradation des AZA découlant de la stérilisation
thermique du CRM-FDMT1 [5].
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Figure 3 : Analyse CL-SM/SM du CRM-FDMT1 pour 'AO, le DTX2 et le DTX1. Conditions : CL Agilent
1200 et SM AB Sciex QTRAP 4000; énergie de collision: — 65V (AO/DTX2) et —70V
(DTX1); potentialité de défragmentation: — 80V (AO/DTX2) et —70V (DTX1); colonne :
Luna C18(2) (50 x 2 mm, 2,5 um) a +20 °C; phase mobile binaire : 50 mM d’acide formique,
2 mM de formate d’'ammonium dans I'eau (A) et dans 95 % d’acétonitrile (B); gradient : 25—
100 % de B en 8 min; débit: 0,25 mL/min; volume injecté: 5 uL. Les pics d'isoméres
indiqués de I'AO et du DTX2 (*) ne sont pas inclus dans les valeurs certifiées.
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Figure 4 : Analyse CL-SM/SM du CRM-FDMT1 pour les toxines YTX, 45-OH-YTX et PTX2. L’analyse
a été réalisée en deux périodes successives, avec une période d’ionisation négative pour
les YTX (2 a 4,8 minutes), suivie d’'une période d’ionisation positive pour le PTX2 (de 4,8 a
7 minutes). Conditions : CL Agilent 1200 et SM AB Sciex QTRAP 4000; énergie de
collision: —55V (YTX) et 35V (PTX2); potentialité de défragmentation: —80 V (YTX) et
60 V (PTX2); colonne : Synergi MaxRP C12 (50 x 2 mm, 2,5 ym) a +20 °C; phase mobile
binaire : 5 mM d'acétate d’ammonium dans l'eau a un pH de 7 (A) et dans 95 %
d’acétonitrile (B); gradient: 25-100 % de B en 5 min; débit : 0,3 mL/min; volume injecté :
5 uL. Les isoméres de PTX2 (*) et 45-OH-YTX ne sont pas certifiés.
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Figure 5 : Analyse CL-SM/SM du CRM-FDMT1 pour le 13-déMé-SPX C. Conditions : CL Agilent 1200
et SM AB Sciex 5500 QTRAP; énergie de collision : 70 V; potentialité de défragmentation :
75 V; colonne : KBDS Hypersil C8 (150 x 2 mm, 3 um) a +20 °C; phase mobile binaire :
50 mM acide formique, 2mM formate d’'ammonium dans 'eau (A) et dans 95 % d’acétonitrile
(B); gradient: 25-55% de B en 10 min, maintien 10 min; débit: 0,2 mL/min; volume
injecté : 5 uL. Les isomeres des SPX sont représentés avec des astérisques (*).
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