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Certificat d’analyse

Matériau de référence certifié

OTAL-1
Matériau de référence certifié — solution d’étalonnage du [*3*Ce]-ochratoxine A

OTAL-1 est un matériau de référence certifi¢ (MRC) sous forme de solution d’étalonnage pour la
dérivative isotopique (**Cg) de la mycotoxine ochratoxine A, dans I'acétonitrile. Ce matériau, distribué en
unités de 1 mL, est approprié a l'utilisation comme un étalon interne pour la chromatographie en phase
liquide couplée a un spectrométre de masse (CL/SM) pour la quantification de l'ochratoxine A. Des
valeurs certifiées pour la fraction massique et la concentration massique de [**Cg]-ochratoxine dans
OTAL-1 ont été établies. Ces valeurs sont indiquées dans le tableau suivant.

Les valeurs certifiées de [**C¢]-ochratoxine A dans une solution d’acétonitrile acidifiée avec 0,1 % d’acide
formique sont basées sur des résultats établis a partir de données générées au Conseil national de
recherches Canada (CNRC) par spectroscopie de résonance magnétique nucléaire quantitative du
proton (RMNg-*H) avec un étalon externe [1]. L'incertitude élargie (U) pour toutes les valeurs est égale
a U = kug, uc étant I'écart-type combiné calculé conformément au guide JCGM [2] et k étant le facteur de
couverture de deux (k = 2, intervalle de confiance de 95 %). L’incertitude U pour les valeurs certifiées
tient compte de tous les aspects pouvant raisonnablement contribuer a leurs incertitudes.

Tableau 1 : Valeurs certifiées et les incertitudes élargies (k = 2, Cl 95%) pour OTAL-1

. . Concentration
. . , Fraction massique ,
Composé Formule moléculaire massique
Hg/g
pug/mL
[*®Ce]-ochratoxine A 13CeC14H18CINO6 4,91 +0,16 3,80 + 0,13
Pc. HO O
13?|/ .13IC\I 0) OH 0
Bc. 2%
1867 N o
H
"CH,

[**C¢]-ochratoxine A

Cl

Numéro CAS pour I'ochratoxine A native : 303-47-9
InChl Key : RWQKHEORZBHNRI-SSDYQDAKSA-N
Formule moléculaire : **CeC14H1sCINOg

Masse molaire : 409,7 £ 0,1 g/mol
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Valeurs certifiées

Les valeurs certifiées sont celles que le CNRC considere comme les plus fiables en ce qui a trait a
'exactitude. Pour les établir, toutes les sources connues ou présumeées d’erreur systématique ont été
prises en compte et incluses dans les incertitudes élargies rapportées. Les valeurs certifiées sont les
meilleures estimations de la valeur réelle et de I'incertitude (tableau 1).

Utilisation prévue

Distribué en unités de 1 mL, le présent matériau de référence certifié est principalement destiné a étre
utilisé comme solution d’étalonnage afin de soutenir les méthodes de dosage de l'ochratoxine A. La
concentration de [**Cg]-ochratoxine A dans OTAL-1 peut étre utilisée comme étalon interne pour la
chromatographie en phase liquide couplée a un spectrométre de masse (CL/SM).

Entreposage

Il est recommandé de conserver le présent matériau dans un environnement réfrigéré a température
contrélée, comme un congélateur dont la température se situe approximativement a —20 °C ou moins.

Mode d’emploi

Avant I'ouverture, chaque ampoule doit d’abord étre décongelée a température ambiante et le contenu
doit étre bien mélangé. L’ampoule doit étre ouverte a la marque pré-limée. Comme l'ochratoxine A est
sensible a la lumiére, il faut éviter d’exposer OTAL-1 aux sources lumineuses. Une fois ouverte, le
contenue de 'ampoule devrait étre transféré dans un contenant en verre ambré, sellé hermétiquement
et entreposé a I'abri de la lumiére a -20°C ou moins. La valeur certifiée pourrait varier en raison de
I'évaporation du solvant. Il est a noter que le volume de la solution n’est pas certifié, seule la concentration
de la solution est certifiée. En conséquence, tout le contenu de I'ampoule ne peut étre dilué de facon
volumétrique. Il est recommandé de ne pas évaporer a sec la solution d’OTAL-1, d’ajouter 0,1 % d’acide
formique au solvant utilisé lors de dilutions et d’utiliser de la verrerie silanisée afin de réduire le risque
d’adhésion de I'ochratoxine A a la surface de verre.

La valeur de la concentration massique rapportée a été calculée a partir de la valeur de la fraction
massique en utilisant une valeur de densité de 0,773 £ 0,008 g/mL (k = 2, intervalle de confiance de
95%) a 21 °C. La valeur de densité a été déterminée au CNRC en utilisant la présente solution d’'OTAL-1.
Toutefois, il est a noter que la densité de I'acétonitrile varie de 0,14 % par °C (dans lintervalle de 10 a
30 °C; la densité diminue lorsque la température augmente).

Préparation du matériau

1Le [**Cg]-ochratoxine A a été synthétisé au CNRC en tant que mélange de diastéréoisoméres a partir
de I'ochratoxine-alpha racémique et du [**Cg]-L-phénylalanine en adaptant la synthése de Lindenmeier
[3]. Le diastéréoisomeére désiré du [**Ce]-ochratoxine A a été obtenu sous la forme d’un solide lyophilisé
aprés une purification par chromatographie en phase liquide préparative en phase inverse. Afin
d’effectuer une analyse par RMNg-tH, deux fractions différentes du [**Cs]-ochratoxine A solide ont été
dissoutes dans une solution de CDsCN acidifiée avec 0,1 % de DCOOH. Une dilution gravimétrique des
solutions précédentes avec de I'acétonitrile acidifiée avec 0,1 % d’acide formique a permis I'obtention
de la solution d’étalonnage. La solution finale a été répartie en format de 1 mL dans des ampoules en
verre ambré préalablement nettoyées et ces derniéres ont été immédiatement scellées a la flamme. Le
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processus d’embouteillage s’est déroulé dans un environnement dont I’humidité relative était contrblée a
25 %.

Stabilité

La stabilité de transport d’OTAL-1 a été évaluée par chromatographie en phase liquide couplée a un
détecteur ultra-violet (CL-UV) lors d’'une étude de stabilité isochrone a une, deux et quatre semaines afin
de simuler une exposition a différentes températures, soit +37, +20, +4 et —20 °C. Des échantillons de
référence ont été maintenus a —40 °C. Aucune détérioration n’a été observée durant cette période de
temps pour chacune des températures mentionnées. En raison du co(t élevé du [**Ce]-ochratoxine A, la
stabilité a long terme a été interprétée [4] en analysant une solution d’ochratoxine A dont le solvant est
identique. Des échantillons d’ochratoxine A dans une solution d’acétonitrile acidifiée avec 0,1 % d’acide
formique conservés a —20 et —40 °C pendant quatre ans et demi a été évaluée par CL-UV et comparée
a la concentration initiale attribuée. Aucune différence significative n’a été observée par rapport a la
fraction massique mesurée durant cette période de temps. Par conséquent, les résultats de stabilité a
long terme et de la stabilité de transport ne démontrent aucune tendance d’instabilité. Cependant, une
étude de stabilité isochrone accélérée a également été réalisée par CL-UV a des températures de +50
et +70 °C a des intervalles de temps de deux, quatre, six et huit semaines. Ces échantillons ont été
comparés a ceux entreposés dans des conditions de référence de -40 °C et une courbe a été obtenue a
partir des résultats afin de déterminer les différents taux de dégradation selon les deux températures. En
utilisant le modele d’Arrhenius, une incertitude due a la stabilité de transport d’'OTAL-1 a été estimée
pour une période de deux mois a +40 °C et une incertitude due a la stabilité a long terme a été estimée
pour une période de quatre ans a +4 °C. Ces deux incertitudes ont été combinées afin d’attribuer une
composante d’incertitude associée. Cette estimation ne reflete pas une tendance d’incertitude observée
pour le matériau mais bien une estimation précautionneuse de l'instabilité possible.

Homogénéité

De prime abord, OTAL-1 est présumé homogéne puisque c'est une solution pure. Néanmoains,
’homogénéité du matériau a tout de méme été analysée au CNRC par CL-UV. Les résultats de
sous-échantillons ont été évalués par le modele d’effets aléatoires de DerSimonian-Laird (DSL) [5]. La
variance de dispersion (incertitude obscure) a été utilisée comme mesure d’'inhomogénéité et I'intervalle
de confiance a 95 % a démontré 'absence d’hétérogénéité inter-unités et donc, le matériau est considéré
homogene.

Incertitude

L’estimation de l'incertitude combinée (uc) couvre les incertitudes dues a la caractérisation du lot (Ucar), @
la variation possible inter-unités (unom) €t a la stabilité du matériau (Ustaniits). C€S composantes, exprimées
sous forme d’incertitude type, sont données dans le tableau 2.

Tableau 2 : Composantes de I'incertitude de la valeur certifieé pour OTAL-1

Composé Uk= Uc Uchar Uhom Ustability
Hg/g Hg/g Hg/g Hg/g ug/g
[*3Ce]-ochratoxine A 0,16 0,08 0,06 0,00 0,06
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Tracabilité métrologique

Les résultats présentés dans le présent certificat sont tragables au systéme international d’unités (SI) au
moyen d’étalons hydrogénophtalate de potassium (NIST, SRM 84L) préparés par gravimétrie utilisé
comme étalon externe pour la RMNg-*H. A ce titre, OTAL-1 peut servir de matériau de référence
approprié pour des programmes d’assurance de la qualité de laboratoires, comme il est décrit dans la
norme ISO/IEC 17025.

Systeme de gestion de la qualité (ISO 17034, ISO/IEC 17025)

Ce matériau a été produit conformément au Systéme de gestion de la qualité de Métrologie du CNRC,
qui est conforme aux exigences des normes ISO 17034 et ISO/IEC 17025. Le Systeme de gestion de la
gualité de Métrologie qui appuie les aptitudes en matiére de mesures et d'étalonnages du CNRC, telles
gu’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
Systeme 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.

Mises a jour

Les utilisateurs devraient s’assurer d’avoir en main un certificat a jour. Tout nouveau renseignement
apparaitra sur le site : www.nrc-cnrc.gc.ca/mrc.
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