
CRM-CYN (lot numéro 20050531)

Solution d’étalonnage certifiée pour la cylindrospermopsine

La cylindrospermopsine (CYN) est une toxine cyanobactérienne associée à des cas d’intoxication [1].
Le CRM-CYN est une solution d’étalonnage pour les instruments, certifiée et préparée afin d’aider
l’analyste à doser la CYN. Chaque ampoule contient environ 0,5 mL d’une solution de CYN dissoute
dans de l’eau désionisée, filtrée, à une concentration convenant à l’étalonnage de systèmes de
chromatographie en phase liquide et au dopage d’échantillons de contrôle à des fins d’études de taux
de récupération.

Tableau 1 : Valeurs des concentrations certifiées pour le CRM-CYN.

Composé µmol/L
(à +20 °C)

µg/mL
(à +20 °C)

µg/g

CYN 30 ± 2 12,6 ± 0,8 12,7 ± 0,8

Cylindrospermopsine
Numéro de registre  CAS : 143545-90-8
Formule moléculaire : C15 H21 N5 O7 S
Masse moléculaire : 415,42 g/mol
[M+H]+ : m/z 416,12345

Date d’expiration : 1 an à partir de la date de vente
Conditions de stockage : +4 °C
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Utilisation prévue

Le CRM-CYN est une solution d’étalonnage de MRC conçue pour le développement de méthodes
d’analyse et le dosage précis de la CYN. La concentration de CYN dans ce MRC convient à la
préparation d’une série de dilutions à des fins d’étalonnage d’instruments, tel qu’un système de
chromatographie en phase liquide avec détection par absorption ultraviolette (CL-DUV) ou par
spectrométrie de masse (CL-SM).

Préparation du CRM-CYN

La matière de départ était une culture à grande échelle en laboratoire de l’algue Cylindrospermopsis
raciborskii [2,3]. La CYN a été extraite, puis purifiée par chromatographie préparative [4], desséchée sous
vide, puis dissoute dans de l’eau désionisée pour obtenir une solution mère. La solution CRM-CYN a été
préparée dans de l’eau désionisée, filtrée (0,2 µm) et dégazée puis transférée dans des ampoules en
verre ambré préremplies d’argon, qui ont été immédiatement scellées à la flamme. Chaque ampoule
contient environ 0,5 mL de solution.

Confirmation de la structure et évaluation de la pureté

La structure moléculaire de la CYN a été confirmée par spectroscopie RMN et par spectrométrie de
masse en tandem. Le spectre RMN et le spectre de masse des ions produits sont respectivement
donnés aux figures 1 et 2.

La pureté du CRM-CYN a été vérifiée au moyen des techniques suivantes : spectroscopie RMN des
protons à 500 MHz, CL-UV (figure 3), CL-SM [5] (figure 2), électrophorèse capillaire avec détection UV
(EC-DUV) [6] et chromatographie en phase liquide avec détection de l’azote par chimiluminescence
(CL-DNCL) [7].

Homogénéité

Ce MRC étant une solution vraie, il devrait donc être homogène. Pour le confirmer, la concentration de
CYN dans des ampoules prélevées au hasard, représentant 1,2 % des ampoules produites, a été
mesurée par CL-UV. La variation d’une ampoule à l’autre a été déterminée comme étant inférieure à la
variation pour des sous-échantillons d’une même ampoule, ce qui montre une homogénéité acceptable
pour l’ensemble des ampoules.

Étude de stabilité

Des études sur la stabilité ont mis en évidence une excellente stabilité à long terme des solutions de
CYN conservées à +4 °C. Les solutions sont aussi stables quand elles sont conservées dans un
congélateur fiable, sans dégivrage (préférablement ≤ -20 °C). Il a aussi été déterminé que les solutions
de CRM-CYN exhibent une bonne stabilité à la température ambiante, avec aucune décomposition
détectable observée après douze mois.
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Valeur certifiée

La valeur certifiée pour le CRM-CYN, 30 ± 2 mol/L (à +20 °C) (tableau 1), est basée sur des résultats
obtenus au CNRC en utilisant deux méthodes d’analyse indépendantes : CL-DNCL et spectroscopie RMN
quantitative (RMNq) [8]. Les étalonnages pour ces deux techniques ont été réalisés en utilisant des
solutions précises de caféine de qualité USP.

Les résultats indiqués sur le présent certificat sont traçables selon la norme du SI au moyen d’étalons de
pureté établie préparés par gravimétrie. Le présent produit convient comme matériau de référence pour
les programmes d’assurance de la qualité des laboratoires.

Coefficient d’absorption molaire par UV

Plusieurs valeurs différentes ont été rapportées dans la littérature pour le coefficient d’absorption
molaire de la CYN. Nous avons déterminé les données d’absorbance suivantes en utilisant le CRM-
CYN :

Tableau 2 : Valeur du coefficient d’absorption molaire de la CYN.

max (nm)*  (M-1 cm-1)*

262 9800 ± 300

* Mesures faites avec l’eau comme solvant à pH 7 et à +23 °C.
Veuillez noter que des pH différents peuvent conduire à des
valeurs différentes.

Incertitude

L’estimation de l’incertitude globale (UCRM) pour le CRM-CYN comprend les incertitudes associées à la
caractérisation du lot (uchar), à la variation d’une ampoule à l’autre (uhom) et à l’instabilité associée au
stockage à long terme (ustab) [9,10]. Ces éléments peuvent être combinés de la manière suivante :

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

Toutes ces sources d’incertitude ont été prises en compte pour l’estimation de l’incertitude finale de la
concentration certifiée du CRM-CYN [11,12]. Des tests sur l’homogénéité ont été réalisés (voir la
section Homogénéité) et la variation des résultats pour une même ampoule ou pour une ampoule à
l’autre a été déterminée comme étant négligeable. Des études sur la stabilité pour une durée excédant
la durée de vie spécifiée du CRM-CYN ont été réalisées et aucune perte significative de matière n’a été
observée. La CYN exhibe une stabilité raisonnable à la température ambiante (voir la section Étude de
stabilité), en cas de délai au cours de l’expédition. Il s’ensuit que la contribution relative de l’incertitude
due à la stabilité pendant le stockage (ustab) a été déterminée négligeable.

UCRM   k char
2 hom

2 stab
2
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Toutes les sources raisonnables d’erreur liées à la caractérisation du CRM-CYN ont été prises en
compte et quantifiées. La valeur certifiée pour la concentration de CYN est basée sur des dosages par
RMNq et CL-DNCL, qui ont contribué ensemble à une incertitude relative de 0,030 (calculée à partir de
l’incertitude-type de la moyenne produite par les méthodes et l’incertitude des calibrations).
L’incertitude relative associée à la dilution de la solution mère pour produire la solution MRC finale est
négligeable en raison de l’utilisation de procédures gravimétriques. En appliquant un facteur de
couverture de 2, nous avons calculé une incertitude-type relative finale pour la concentration certifiée
de CYN dans le CRM-CYN de 0,061.

Instructions pour le stockage

Pour assurer la stabilité à long terme du CRM-CYN, les ampoules non ouvertes devraient être
conservées à l’abri de la lumière dans un réfrigérateur à environ +4 °C. Il a été montré que cette toxine
est stable dans ces conditions. Les solutions sont aussi stables quand elles sont conservées dans un
congélateur fiable, sans dégivrage (de préférence ≤  -20 °C). Le présent MRC a été préparé dans des
conditions qui réduisent au minimum toute chance de contamination bactérienne, mais il est quand
même recommandé que les aliquotes et dilutions de ce MRC soient conservées congelées (≤ -20 °C).

Expiration

Quand les ampoules non ouvertes sont conservées dans les conditions recommandées (voir la section
Instructions pour le stockage), la concentration certifiée de ce MRC est valide pendant 1 an à partir de
la date de vente.

Instructions pour l’utilisation

Avant d’ouvrir une ampoule, il faudrait la laisser revenir à la température ambiante, puis bien mélanger
son contenu. L’ampoule devrait être renversée plusieurs fois, puis maintenue à la verticale et tapotée
pour faire descendre le liquide. Elle devrait être ouverte au niveau de la marque à cet effet. Une fois
l’ampoule ouverte, des aliquotes précises devraient être prélevées au moyen d’équipement
volumétrique étalonné, puis transférées dans des fioles ou des flacons jaugés. Une augmentation de la
concentration due à l’évaporation du solvant aura lieu si la solution est laissée ouverte à l’air libre
pendant plus de quelques minutes. Il est recommandé de ne pas faire évaporer totalement ce MRC, en
raison d’une perte potentielle sur les parois en verre. Une procédure utile pour s’assurer de faire des
dilutions précises est d’utiliser une balance pour peser l’aliquote prélevée ainsi que la solution finale
diluée, en assumant que de l’eau est utilisée comme diluant. Veuillez noter : Le volume de la solution
n’est pas certifié, seule la concentration l’est.

Consignes de sécurité

La CYN inhibe de manière irréversible la synthèse des protéines et peut aussi être génotoxique [4,13].
Seules des personnes qualifiées devraient manipuler cette solution et des méthodes d’élimination
appropriées devraient être suivies. Il faudrait porter des gants épais et une protection pour les yeux
quand on ouvre une ampoule en cas de brisure du verre. Une fiche signalétique (FS) est disponible
pour le CRM-CYN.
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Figure 1 : Spectre RMN des protons (500 MHz) de la solution mère de CYN (dans H2O) utilisée pour
la préparation du CRM-CYN.
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Figure 2 : Analyse du CRM-CYN par CL-SM. Conditions : colonne = TosoHaas TSKgel Amide-80,
2,1 × 250 mm à +30 °C; phase mobile = 71 % CH3CN/H2O, acide formique 3,6 mM, formate
d’ammonium 2 mM (isocratique); débit = 0,2 mL/min; injection de 10 µL. (a) spectromètre de
masse API-165 à simple quadripôle, suivi en mode de détection d’ions sélectionnés (m/z
416,4) avec ionisation par électronébulisation en mode positif, durée d’acquisition =
150 msec; (b) spectre de masse par électronébulisation; (c) spectre des ion produits de m/z
416.
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Figure 3 :  Analyse du CRM-CYN par CL-UV à 262 nm. Conditions : colonne = Zorbax SB-C8,
2,1 × 150 mm, maintenue à +30 °C; phase mobile = 5 % CH3OH/H2O avec acide heptane
sulfonique 2 mM (isocratique); débit = 0,2 mL/min; injection de 10 µL.
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