Aspects réglementaires et dispositifs de surveillance veille d’émergence en France

En raison des risques pour la santé humaine liés a la présence des biotoxines marines dans
les produits de la péche, les autorités compétentes ont établi des plans de surveillance et mis
en place des mesures de gestion afin de garantir la santé publique. Ces mesures s’appuient
sur des données issues de 1’évaluation des risques tenant compte de (1) I’identité des toxines
et leurs conditions de stabilité (ii) leur potentiel toxique et leur voies d’exposition (iii) le
risque aigu qu’elles présentent (iv) I’identité du microorganisme producteur et sa répartition
géographique (v) les vecteurs de contamination (vi) le processus de transformation des
toxines dans les vecteurs de contamination et (vii) des habitudes alimentaires des populations.
La surveillance de la qualité sanitaire des produits de la péche, assurée par le biais des plans
de surveillance, nécessite au préalable que des seuils reglementaires soient déterminés et que

des méthodes officielles d’analyse soient définies.
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Seuils reglementaires des biotoxines marines et méthodes d’analyse associées

Les premiéres réglementations européennes relatives aux BM ont été introduites au début des
années 90 par la Directive du Conseil (Anonyme, 1991) qui fixe les régles sanitaires régissant
la production et la mise sur le marché de ces organismes marins. Cette directive a été reprise
par le Réglement (CE) n ° 853/2004 (Anonyme, 2004a). Ce document présente des régles
spécifiques d’hygiéne applicables aux denrées alimentaires d’origine animale et indique les
seuils réglementaires pour les biotoxines marines dans les mollusques bivalves vivants ; il
s’agit des concentrations limites au-dela desquelles les mollusques bivalves sont considéres
comme insalubres et ne peuvent étre consommés (Tableau 2). Le seuil réglementaire pour
les YTX a été amendé par le reglement (UE) 786/2013 de la Commission (Anonyme, 2013).
La réglementation européenne fixe également les méthodes d’analyse, qu’il s’agisse de

méthodes de reférence ou alternatives (Anonyme, 2007, 2011, 2017).

Tableau 2. Seuils réglementaires et méthodes d’analyse (officielles et alternatives) des
biotoxines marines dans les coquillages fixés par la législation européenne

Nom des Seuils réglementaires Méthodes Méthodes
groupes de officielles alternatives
toxines
STX 800 pg/kg de chair LC-FLD BES (AOAC
(AOAC 2005-06 959.08) ou
Lawrence) n‘importe quelle

autre méthode
reconnue au
niveau
international

AD 20 mg/kg de chair LC-uv ELISA (AOAC
(AOAC 991.26) 2006-02)
Toxines AO, DTX et PTX 160 pug équiv. LC-MS/MS Plusieurs
lipophiles AO/kg de chair techniques
(pour AO, DTX et possibles sous
PTX) conditions
AZA 160 pg équiv. LC-MS/MS définies dans le
AZA/kg de chair reglement
YTX 3,75 mg équiv. LC-MS/MS 15/2011

YTX/kg de chair
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Actuellement, il n'y a pas de seuil réglementaire pour les CTX dans I'UE. Toutefois, selon la
Iégislation actuelle de I'UE, les produits de la péche contenant des biotoxines telles que la
ciguatoxine ne doivent pas étre mis sur le marché (Anonyme, 2004a, 2004b). Certaines
interdictions ont été mises en place en tant que mesures de santé publique, comme
I'interdiction de vendre des especes de poissons a haut risque provenant de sites ciguatériques
connus tels que les Samoa américaines, le Queensland, la Polynésie francaise, Fidji, Hawar
et Miami (de Fouw et al., 2001). Des arrétés d’interdiction de péche de certaines especes de
poissons potentiellement toxiques ont été pris par dans les Antilles francaises et a La
Réunion.

Pour les brévétoxines il n'y a pas de limite réglementaire dans I'UE. La présence de toxines
du groupe BTX n'a pas été signalée dans des crustacés ou des poissons d'Europe (EFSA,
2010). Cependant, il y a quelques pays dans le monde ou I'on a trouvé des BTX, comme les
Etats-Unis (cote Est, Golf du Mexique) et la Nouvelle-Zélande. Dans ces pays, des
réglementations spécifiques ont été établies. Ils ont convenu qu'un niveau acceptable
d'exposition aux BT X est de 20 unités souris/100 g, soit 0,8 mg équivalent BTX-2/kg (EFSA,
2010).

La TTX et ses analogues ne sont pas réglementés par la législation européenne. Toutefois,
selon la législation actuelle de I'UE, les poissons appartenant a la famille des poissons
toxiques Tetraodontidae ou les produits dérivés ne doivent pas étre mis sur les marchés
européens (Anonyme, 2004a, 2004b). Néanmoins, il existe des réglementations concernant
le TTX dans les pays comme le Japon ou la Corée. Comme la toxine n'est accumulée que
dans certaines parties du poisson, dans ces pays, le controle de cette toxine n'est pas exercé
en réglementant la quantité de TTX dans le poisson qui peut étre mis sur le marché, mais en
exigeant des licences spéciales lorsqu'un restaurant veut servir des especes contenant de la
TTX. Seuls les cuisiniers titulaires de cette licence sont autorisés a servir des poissons
contenant de la TTX, car ils ont la formation nécessaire pour sélectionner et prélever les

organes et tissus toxiques (Paredes et al., 2011).
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11.2.  Dispositif francais de surveillance et de veille d’émergence

En France, la salubrité des produits de la pé&che mis sur le marché est vérifiée par un systeme
de surveillance a double maillage et complétée par un dispositif de veille d’émergence dont

la finalité est de détecter d’éventuelles émergences.

11.2.1. Surveillance

L’objectif du systéeme de surveillance est de prévenir la mise sur le marché de produits de la
mer contaminés au-dela des seuils reglementaires évoqués dans le paragraphe précédent. La
surveillance est dite a double maillage car elle comprend deux niveaux : (i) dans les zones de
production avec une surveillance des especes phytoplanctoniques toxiques dans 1’eau et des
niveaux en toxines dans les mollusques bivalves et (ii) sur les marchés avec une surveillance
des mollusques bivalves destinés a y étre vendus.

Le dispositif est sous la responsabilité du Ministere de 1’Agriculture et de 1’Alimentation
(MAA) et le réseau des laboratoires concernés et chargés de réaliser I’ensemble des analyses
est piloté par le Laboratoire de sécurité des aliments (LSAI) de 1’Anses, en tant que
Laboratoire national de référence (LNR) pour les biotoxines marines. Concernant le maillage
«zones de production », I’Institut francais de recherche pour I’exploitation de la mer
(Ifremer) est maitre d’ceuvre en matiére d’organisation pratique de la surveillance du milieu,
et conserve I’expertise de I’analyse du phytoplancton dans le milieu marin (flores totale et
toxique). En revanche, les mollusques bivalves sont analysés par des laboratoires
départementaux d’analyse (LDA) agréés par la Direction générale de I’alimentation (DGAI)
rattachée au MAA. En cas de dépassement des seuils reglementaires des toxines surveillées,
les zones de production sont fermées sur décision du préfet de département ; elles ne
rouvriront que si deux résultats consécutifs sont conformes. La fréquence de ces analyses
varie en fonction des périodes de 1’année, selon qu’elles sont a risque ou non ; ainsi la
fréquence peut étre hebdomadaire ou mensuelle. Concernant le second maillage, les produits

destinés a étre mis sur le marché et préleves par les services vetérinaires sont analysés par les

45



LDA agréés. En cas de dépassement des seuils reglementaires, les mesures de gestion idoines

sont prises par I’autorité compétente : retrait du marché et destruction des produits concernés.

11.2.2. Veille d’émergence

[1.2.2.i.Description

Le systtme de surveillance, qui a vocation a s’intéresser aux toxines définies dans la
reglementation est complété par un dispositif de veille d’émergence dont 1’objectif est de
détecter d’éventuels composés émergents. La notion d’émergence peut prendre différents
sens ; il peut s’agir de toxines connues mais jusque-la jamais retrouvées en France ou bien
de toxines totalement inconnues dont il s’agirait de la premiére mise en évidence.

Le dispositif de veille d’émergence comprend 11 points répartis le long du littoral faisant
I’objet d’une analyse mensuelle afin de rechercher la présence d’éventuelles toxines
émergentes dans la glande digestive (moules ou huitres). Jusqu’en 2017, les échantillons
étaient analysés en parallele par bio-essai sur souris et chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse (LC-MS/MS) afin d’identifier d’éventuelles discordances entre les
résultats de ces deux approches. Seules les toxines lipophiles étaient alors concernées. Depuis
2018 le dispositif a évolué ; le BES n’est plus utilisé et seules des analyses par LC-MS/MS
sont réalisées. Autre modification apportée au dispositif, les analyses pratiquées uniquement
par LC-MS/MS concernent un nombre plus important de toxines puisqu’elles incluent
également la recherche de certaines biotoxines marines non reglementées (SPX, GYM,

PnTX, BTX, PLTX et OVTX) et cyanotoxines (microcystines, nodularine-R).

11.2.2.1i. Limites du dispositif de veille d’émergence actuel

En I’état, le dispositif de veille d’émergence ne concerne pas les toxines hydrophiles, qu’il
s’agisse de biotoxines marines ou de cyanotoxines. Il est prévu qu’a partir de janvier 2019,
les toxines hydrophiles (STX, AD, TTX, anatoxines, cylindrospermopsines) soient

¢galement incluses dans le dispositif de veille d’émergence et analysées par LC-MS/MS.
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Du fait de ’abandon du BES qui était un test de toxicité globale, le dispositif a perdu sa
valence prospective en mati¢re de toxines émergentes inconnues, 1’utilisation de la LC-

MS/MS restreignant de fait I’analyse a des composés ciblés, préalablement définis.

I11.L’analyse par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse

La chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS) a gagné en
popularité depuis quelques années dans le domaine des biotoxines marines. Grace aux
avanceées réalisees notamment en termes de validation de méthodes LC-MS, cette technique
est récemment devenue méthode de référence pour I’analyse de certaines toxines lipophiles
tels que I’acide okadaique et de ses dérives, les azaspiracides, les yessotoxines et les
pecténotoxines dans plusieurs pays européens (Anonyme, 2011). Plusieurs autres méthodes
LC-MS ont également été développées pour les autres familles de toxines et sont en constante
amélioration pour envisager potentiellement leur utilisation comme méthodes officielles de

controle.

I11.1. La détection par spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse (MS, de ’anglais « Mass Spectrometry ») s’est imposée au fil du
temps comme la technique de choix pour 1’analyse d’un grand nombre de molécules organiques
permettant une spécificité et une sensibilité accrue.

Le spectrometre de masse, initialement congu par le Britannique Joseph John Thomson, comporte
une source d'ionisation suivie d'un ou plusieurs analyseurs fonctionnant sous vide qui séparent
les ions produits selon leur rapport masse sur charge (m/z), d'un détecteur qui transforme les ions
générés en signal électrique, et enfin d'un systeme de traitement de signal permettant la
visualisation et I’enregistrement des spectres de masse représentant les rapports m/z, ou m est

la masse de 1’ion et z sa valence.
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I11.2. Les sources d’ionisation

Les sources utilisées en spectrométrie de masse sont basées sur I’ionisation en phase gazeuse
ou sur la désorption-ionisation d’analytes. L’ionisation en phase gazeuse peut étre réalisée
sous vide a I’aide de sources a impact électronique (EI) ou a pression atmosphérique : sources
APCI (Atmospheric Pressure Chemical lonisation), APPI (Atmospheric Pressure Photo-
lonisation et DART (Direct Analysis in Real Time). La désorption-ionisation d’analytes peut,
quant a elle, s’opérer sous vide (sources DIOS) ou encore sur des supports solides a I’aide de
matrices, ce qui est le cas des sources MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption), ou a
pression atmosphérique sur des nébulisats telles que les sources electrospray ESI
(ElectroSpray lonisation) et, DESI (Desorption Electrospray lonisation).

Le choix de la source d’ionisation doit se faire en fonction de la nature des molécules a
analyser. Parmi les techniques d’ionisation déja employées pour les toxines on retrouve les
ionisations ESI, APCI, APPI (Pardo et al., 2007), MALDI et I’ionisation par bombardement
d’atomes neutres (Fast Atom Bombardment: FAB) (Vilarifio et al., 2013). La source ESI
reste I’interface la plus adaptée pour I’analyse des biotoxines marines car elle permet un
couplage avec la chromatographie liquide, qui est la méthode de séparation de choix pour ces
molécules.

L’electrospray est une source a pression atmosphérique dans laquelle 1’échantillon est
introduit en solution. Le principe d’ionisation consiste a appliquer une différence de potentiel
entre un capillaire de nébulisation contenant les espéces a analyser et une contre électrode
située a I’entrée du spectrometre de masse puis, les gouttelettes chargées en sortie de
capillaire vont étre desolvatées par un flux d’azote chaud, ce qui va initier une cascade
d’explosions coulombiennes. Les ions ainsi produits en phase gazeuse sont attirés vers le
spectromeétre de masse par la contre électrode (Figure 13). Les sources ESI assurent une
ionisation douce recommandée pour les molécules peu volatiles et de polarité moyenne a

forte sans fragmentation induite.

Deux modes d'ionisation existent : le mode positif (ESI+) et le mode négatif (ESI-). En mode

positif, le capillaire devient le siege d'oxydations ou sont retenus les anions tandis que les
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cations sont repousses dans I'extrémité du cone de Taylor et inversement en mode négatif.
Ces modes permettent de produire respectivement des ions chargés positivement ou des ions
chargés négativement. La charge positive est souvent un adduit de proton (H") mais I’ajout
de sels et d’acide dans les phases mobiles peut favoriser la formation d’adduits sodium (Na*),
de potassium (K*) ou d'ammonium (NH4"). En mode d’ionisation négative, on observe

majoritairement les ions déprotonés.

Pression atmosphérigue

Capillaire

Formartion d'lons
en phase ga:
. Nébulisat TORE
Phase mobile

HPLC

Gaz de nébulisation
(N:2)

D 95 %
D9 g

Figure 13. Principe de I’ionisation par électrospray

(http://www.chm.bris.ac.uk/ms/esi-ionisation.xhtml)

111.2.1. Les analyseurs
Tout comme il existe une grande variété de sources, il existe de nombreux analyseurs qui

peuvent étre classés en deux catégories :

- les analyseurs a faisceaux d’ions (« in space » instruments) : comme les quadripdles et les

analyseurs a temps de vol (time of flight, TOF).

- les analyseurs a piége ou trappe d’ions (« in time » instruments) : comprenant les pieges
ioniques a basse résolution comme les trappes ioniques linéaires (2D) et les analyseurs a ultra

haute resolution tels que 1’Orbitrap®.
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Leurs performances sont évaluées grace a plusieurs parametres dont les plus déterminants

sont reportés ci-apres :

La vitesse de balayage qui est le temps que va mettre 1’analyseur a établir un spectre
pour une gamme de m/z donnée.

La résolution, qui représente la capacité de I’analyseur a séparer deux composés de
m/z proches, et qui est donnée par R = m/Am, ou m correspond au rapport m/z mesuré
et Am a la largeur du pic a mi-hauteur et on parle de résolution FWHM de I’anglais

Full Width at Half-Maximun peak height (largeur a mi-hauteur).

La résolution est un paramétre déterminant divisant les analyseurs en deux groupes

(Tableau 3)

- spectrometre de masse basse résolution (LRMS: « Low Resolution Mass

Spectrometer »)

- spectrométre de masse haute résolution (HRMS: « High Resolution Mass

Spectrometer »)

La précision qui renseigne sur la faculté de I’analyseur a mesurer une masse juste de
la molécule analysée (la plus proche possible de la masse théorique). Cette précision
est le plus souvent exprimée sous forme d’erreur de mesure de masse en partie par
million (ppm) :

Mexp—Mth
Mth

Erreur de mesure de masse (ppm) = x 10°

ou Mexp représente la masse mesurée expérimentalement et Mth la masse

monoisotopique théorique calculée de la molécule analysée.

Tableau 3. Pouvoir résolutif des différents analyseurs (Werner et al., 2008)

Résolution FWHM
Analyseur

(m/z 400)
Quadripole 3000
LRMS
Trappe d’ion 5000
HRMS Temps de vol 8000-60000
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Orbitrap Jusqu’a 100000

Les quadripdles

Les especes ionisées genérées dans la source arrivent dans le quadripéle sous un champ
électrique oscillant assurant des trajectoires stables aux ions pour les séparer selon leur
rapport m/z. Les quadripbles sont constitués de quatre barres ayant idéalement une section
hyperbolique ou cylindrique auxquelles on applique des potentiels déphasés dont 1’un est
continu (U) et l'autre alternatif (V). L’application de ces potentiels crée un champ
quadripolaire entre les électrodes. Aussi, par un jeu de lentilles électrostatiques, les ions sont
extraits de la source, accélérés et focalisés selon 1’axe z jusqu’a leur entrée dans I’analyseur
quadripolaire. Les quadripdles peuvent étre montés en série pour former un triple-quadripéle
(TQ). Ce systeme résulte de l'association de deux analyseurs quadripolaires (Q1 et Q3) en
série, sépares par une cellule de collision (Q2) correspondant a un quadripdle plus court
(Figure 14). Les ions sélectionnés sont filtrés en fonction de leur rapport m/z dans le Q1 et
Q3. Le Q2 sert de cellule de collision, dans laquelle la fragmentation s’effectue par
I’introduction d’un gaz de collision inerte. Les TQ permettent différents modes d’acquisition
en spectrométrie de masse simple (MS) et en mode spectrométrie de masse en tandem
(MS/MS) permettant les balayages d’ions fragments, d’ions précurseurs et de perte de neutre
constante. Cet analyseur est particulierement adapté au dosage spécifique de molécules ou

de familles chimiques (approches ciblées).

Q3 Détecteur

Figure 14. Représentation schématique d’un spectrométre de masse de type triple quadripdle

Source

Q1

Gl
§ e

[ @

Les trappes d’ions linéaires

Les trappes linéaires (pieges 2D) sont des analyseurs constitués de quatre barres comme pour

un quadripole qui serait fermé par des électrodes d’entrée et de sortie permettant de repousser
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les ions vers I’intérieur du quadripdle, en appliquant des tensions continues positives et
négatives, pour piéger respectivement les ions positifs et négatifs. Suite a 1’application d’une
tension sur les barres du quadripdle, les ions réalisent donc des va-et-vient suivant 1’axe z
entre les électrodes terminales et, simultanément, oscillent dans le plan xy. L’¢éjection des
ions se fait, par la suite, soit de maniére axiale, selon 1’axe z, soit de maniere radiale, au
travers des fentes creusées dans deux barres opposées du quadripdle, sur lesquelles est
appliquée une tension alternative adaptée. Le mode d’éjection radiale permet des expériences
de fragmentation successive a n étapes comme la MS" trés intéressante pour 1’analyse
structurale.

L’¢jection des ions selon I’axe z quant a elle permet le couplage de la trappe d’ion linéaire
avec d’autres types d’analyseurs pour former des analyseurs hybrides de types quadripdle-

trappe d’ion. Cette association est trés utilisée pour I’analyse ciblée des biotoxines marines.

Le quadripble-temps de vol (Q-ToF)

Les analyseurs hybrides Q-TOF sont apparus en 1995, ils combinent les spécificités du triple
quadripdle a celui du temps de vol. L’analyseur a temps de vol permet de séparer les ions en
fonction de leur vitesse de déplacement a l'intérieur d'un tube de vol. Les ions sont accélérés
par une différence de potentiel appliquée entre une ¢€lectrode et la grille d’extraction. Les
particules accélérées ayant toutes la méme énergie cinétique passent ensuite dans le tube de
vol, libre de champ, ou elles sont séparées en fonction de leur vitesse acquise. Les vitesses
sont inversement proportionnelles a la racine carrée de leurs rapports m/z. Ainsi, pour des
ions de méme énergie cinétique, les ions plus Iégers possedent une grande vitesse et arrivent
au détecteur plus rapidement que les ions plus lourds possédant une vitesse plus faible.
Gréace a son pouvoir résolutif permettant de travailler en HRMS, le Q-ToF (Figure 15) est
un outil puissant pour la caractérisation, I'élucidation et l'identification des biotoxines
marines, notamment grace a :

- la mesure de la masse exacte du m/z des ions moléculaires et ions fragments,
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- la détermination des abondances isotopiques relatives des ions moléculaires et ions
fragments,

- la comparaison des données expérimentales avec celles des bases de données (formules
brutes, masses monoisotopiques, etc.), celles des librairies spectrales donnant acces aux
données de séparation chromatographique (temps de rétention) et aux données de détection

par spectrométrie de masse (spectres de masse, spectres de fragmentation).
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Figure 15. Représentation d’un analyseur Q-ToF (Sciex) (Andrews et al., 2011)

La trappe orbitale (Orbitrap™)

Le principe a été décrit par Alexander Makarov (Makarov, 2000). Il est constituée de deux
¢lectrodes, la premicre est centrale et posséde la forme d’un fuseau, la deuxiéme est
extérieure et posséde la forme d’un tonneau coupé en deux parties égales séparées par un
espace éetroit Un champ électrique quadri-logarithmique est maintenu entre les électrodes.
Les ions sont injectés tangentiellement par I’interstice séparant les deux moitiés de I’électrode
externe. Les ions sont injectés a une énergie cinétique de quelques keV et se mettent a osciller
en orbite de 1’électrode centrale dans les directions axiales et radiales sous I’action

concomitante des tensions qui génerent le champ électrique, des forces centrifuges et de la
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géomeétrie du piege. Le vide y est poussé (10-10 torr). A chaque passage devant les électrodes
externes, les ions généerent des courants induits sur lesquels est appliquée une transformée de
Fourier afin de déconvoluer les différentes fréquences d’oscillation axiale (sur 1’axe z) des
ions qui sont ensuite convertie en rapports m/z précis.

L’Orbitrap® a été couplée par la sociét¢ Thermo Electron avec un piege ionique linéaire
(LTQ) pour former un spectrometre de masse hybride, le LTQ Orbitrap® (Figure 16). Le
LTQ est capable d’acquérir ces propres spectres et permet de faire de la MSn. Les ions
produits peuvent a leur tour étre envoyeés dans 1’Orbitrap et analysés avec la méme résolution

que I’ion précurseur.

Electrospray lon Source LTQ Linear lon Trap C-Trap  HCD Collision Cell
28 L _dls  aty 4O
(®) |
e ===
® _
Orbitrap
Mass Analyzer

Figure 16. Schéma d’un spectrométre de masse LTQ-Orbitrap (Thermo Fisher Scientific).

I111.3. Lachromatographie liquide

La chromatographie en phase liquide compléte le pouvoir résolutif amené par la
spectrométrie de masse. Elle présente 1’avantage d’étre applicable a I’analyse de composés
non volatiles et/ou thermosensibles sans qu’il soit nécessaire de mettre en ceuvre des
procédures fastidieuses de traitement de I’échantillon. Son principal intérét est de limiter les
problémes d’ionisation observé avec les sources ESI et d0 a la complexité des matrices
analysées. En outre, elle peut permettre de séparer des molécules isobares et éventuellement

des isomeres parfois difficiles a distinguer par la MS seule.

Il existe deux systémes chromatographiques ; a haute pression (conventionnels) et a ultra-

haute pression (UHPLC, de I’anglais « Ultra-High Pressure Liquid Chromatography »).
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D’apparition plus récente (depuis 2005), les systemes de type UHPLC reposent sur
I’utilisation de particules de phases stationnaire de diameétre réduit (< 2 um) supportant de
plus hautes pressions donc des débits plus élevés et des séparations plus rapides. Les pics
chromatographiques élués sont alors plus fins et plus élevés, ce qui augmente le rapport

signal/bruit, la capacité de pics et I’efficacité de la colonne (Wilson et al., 2005).

Différents types de mécanismes de rétention chromatographiques peuvent étre utilisés pour

la séparation des biotoxines marines en couplage LC-MS :

La chromatographie a polarité de phase inversée (RP de I’anglais « Reversed Phase »),

met en jeu des mécanismes d’adsorption/désorption entre le soluté, la phase stationnaire et
les solvants constituant la phase mobile. Les phases stationnaires sont composées de silice
greffée leur conférant un caractére hydrophobe et compatible avec des solvants aqueux et
organiques adaptées a la détection en ESI-MS. Les méthodes RP sont hautement
reproductibles et leurs mécanismes de séparation sont bien maitrisés (Kirkland, 2004).
Toutefois, afin d'obtenir une bonne séparation, il est nécessaire que les analytes présentent
des propriétés hydrophobes de sorte qu'ils puissent interagir avec la phase stationnaire. La
chromatographie en phase inverse est adaptée pour ’analyse de la majorité des biotoxines

marines et est employée particulierement pour les toxines lipophiles.

Les toxines tres polaires telles que les STX et les TTX sont mal voire pas retenues du tout
sur ces colonnes (éluées dans le volume mort). Des mécanismes de rétention alternatifs tels
que la chromatographie de paires d'ions, ou la chromatographie d'interaction hydrophile

(HILIC) ont été développés pour répondre a cette question clé.

La chromatographie par paire d'ions permet d’améliorer la séparation des composés

ioniques ou polaires sur des colonnes apolaires de type C8 ou C18 généralement utilisées en
chromatographie de phase inverse. Elle nécessite 1’ajout a la phase mobile d’un contre-ion,

compos¢ porteur a la fois d’une chaine carbonée et d’un groupement de charge opposée a
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celle du composé a séparer. Les paires d'ions résultantes présentent une charge nulle, elles
sont donc hydrophobes et retenues sur des colonnes RP. L'utilisation de tensioactifs
anioniques et cationiques, et également d’agents d'appariement d'ions pour la détection et la
quantification de biotoxines marines a été documentée (Quilliam, 2001). Cependant, les deux
principaux inconvénients de cette approche sont la faible volatilité de la paire d'ions et/ou la
trop forte affinité entre le réactif d'appariement d'ions et la substance a analyser qui est
susceptible d’empécher la dissociation de la paire d'ions dans la source électrospray induisant
un phénoméne de suppression d’ionisation(Apffel et al., 1995; Lu et al., 2008).

La chromatographie d'interaction hydrophile (HILIC) a été introduite afin de permettre

la rétention et la séparation des composés hydrophiles polaires, qui sont souvent difficiles a
retenir sur des colonnes de type C18 (chromatographie en phase inverse). La HILIC utilise
une phase stationnaire polaire associée a une phase mobile aqueuse organique, contenant
généralement un pourcentage élevé du composant organique (généralement > 60 %). L’eau
est un puissant solvant, et contrairement a la chromatographie en phase inverse,
I’augmentation du pourcentage d’eau dans la phase mobile diminue la rétention de I’analyte
(Buszewski and Noga, 2012; Hemstrém and Irgum, 2006).

Les mécanismes d’intégration sont complexes, impliquant la combinaison de plusieurs
modes d’interaction entre 1’analyte, la phase stationnaire et 1’éluant. En HILIC, une couche
enrichie en eau est présente a la surface de la phase stationnaire. La phase mobile doit contenir
un pourcentage d’eau suffisant pour que cette couche se forme. La rétention de 1’analyte est
souvent due a la combinaison d’une séparation dans la couche enrichie en eau, les liaisons

hydrogenes et d’interactions électrostatiques.

I11.4. Meéthodes LC-MS decrites dans la littérature pour I’analyse des biotoxines
111.4.1. Acide domoique

L’analyse LC-MS de I’ AD est souvent réalisée utilisant des colonnes chromatographiques de
phase inverse de type C8 et plus souvent C18(Suzuki et al., 2017). Les phases mobiles

utilisées sont composées d’eau/acétonitrile supplémentées d’additifs tels que 1’acide
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formique et le formate d’ammonium. Regueiro et al. (2011a) ont décrit une méthode utilisant
une phase mobile eau/méthanol. L’ AD est souvent analysé¢ en simultané avec les toxines
lipophiles utilisant des méthodes LC-MS multi-toxines (Brafia-Magdalena et al., 2014;
McCarron et al., 2014; McNabb et al., 2005; Zendong et al., 2015). De par son caractére
hydrophile, il a également été analysé sur différentes colonnes HILIC seul (Barbaro et al.,
2013; Ciminiello et al., 2005; James et al., 2005; Wang et al., 2012; Zhang et al., 2015) ou

associé au groupe des STX (Blay et al., 2011). (Tableau 4).

L’AD peut étre détecté en ESI+ mais aussi en ESI- comme rapporté par Ciminiello et al.
(2005). Les ions précurseurs analysés sont [M+H]+ (m/z 312), ’adduit sodium [M+Na]+
(m/z 334) en positif et I’ion [M-H]- (m/z 310) en négatif. Les expériences de fragmentation
MS/MS ont permis d’obtenir principalement des fragments correspondant a des pertes de

H-0 et CO en ionisation positive et négative.

111.4.2. Les saxitoxines

Le couplage de la spectrométrie de masse avec la chromatographie liquide pour I’analyse des
STX a été introduit dans les années 90 et a permis 1’analyse directe de ces toxines sans passer

par les étapes complexes de dérivatisation pré et post-colonne (Quilliam, 2003).

La séparation chromatographique préalable a la détection MS a d'abord été réalisée sur des
colonnes de type phase inverse (Biré et al., 2003; Lagos et al., 1999) utilisant des éluant
enrichis en sels et en agents d’appariement d’ions (tels que le tétrabutylammonium et
I’heptanesulfonate) indispensables pour séparer des composés polaires sur une colonne
apolaire. Cependant, les hautes teneurs de ces additifs dans les phases mobiles entrainent une
forte diminution du signal des ions d’intérét et dégradent ainsi les performances de la source
empéchant une application efficace de la LC-MS (Gustavsson et al., 2001). Afin d’améliorer
le couplage LC-MS avec les sources ESI, plusieurs méthodes basées sur le couplage avec la
HILIC ont été développées pour I’analyse des saxitoxines. En effet, cette technique
chromatographique spécifique aux composes polaires, utilise les mémes solvants qu’en

phases inverses et permet ainsi une meilleure compatibilité avec la source ESI. Différentes
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compositions de phases stationnaires HILIC ont été décrites dans la littérature ; TSK gel
amide 80, amide (BEH amide) ou zwitterionique (ZIC®-HILIC). Les phases mobiles sur
colonnes HILIC sont généralement composées d'eau (A) et d'acétonitrile (B) avec du formate
d'ammonium et de I'acide formique dans les deux phases. La séparation peut se faire soit dans
des conditions isocratiques (Dell’Aversano et al., 2005; Harju et al., 2015; Zhuo et al., 2013)
ou avec un gradient de phases mobiles (Boundy et al., 2015; Mattarozzi et al., 2016a; Poyer
et al., 2015; Turner et al., 2015c) (Tableau 4). Ces méthodes permettent a la fois une bonne
séparation des toxines, notamment les épimeres (GTX) tout en assurant une sensibilité
suffisante pour contréler les produits de la mer a la limite réglementaire pour la teneur en
toxines PST. Les colonnes HILIC nécessitent beaucoup de précautions pour éviter les
problémes de robustesse dus aux décalages potentiels au niveau des temps rétention en
fonction de la matrice. Poyer et al. (2015) ont présenté une méthode alternative combinant la
mobilité ionique (IM) a la HILIC couplé a un détecteur MS qui permet la séparation des

analogues non sulfatés et des isoméres GTX avec une bonne robustesse.

Différents spectromeétres de masse ont été utilisés pour la détection des STX: (i) triple
quadripdle (Dell'Aversano et al., 2005; Zhuo et al., 2013), (ii), trappe d’ions (Harju et al.,
2015; Mattarozzi et al., 2016a), (iii) Orbitrap (Mattarozzi et al., 2016a), et (iiii) et TOF-MS
(Chen et al., 2016).

Les deux modes d’ionisation sont utilisés selon la nature de la toxine : Les analogues non-
sulfatés (STX), ne possédant aucun groupement sulfocarbamate ou sulfate, sont détectés
uniquement en mode d’ionisation positif. Les autres analogues sulfatés ou sulfocarbamatés
(GTX et dcGTX) peuvent étre détectés dans les deux modes d’ionisation (ESI + et ESI-) en
raison de leur caractére zwitterionique®. Pour certains analogues de ce groupe une meilleure
sensibilite est assurée en ESI- (Boundy et al., 2015; Poyer et al., 2015; Turner et al., 2015a).
Les ions précurseurs rapportés dans la littérature sont :

- [M+H] + pour les STX.

- [M+H]+ et I’adduit [M+NH4]+ pour C1, C2, C3 et C4

- [M+H]+ et [M+H-SO3]+ pour les GTX en ESI+ et[M-H]- en ESI-.
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111.4.3.Les Tétrodotoxines

Depuis lI'introduction de I’ESI-MS pour I'analyse des biotoxines marines, cette technique s'est
également révélée étre une alternative intéressante pour I'analyse des TTX.

Récemment, plusieurs méthodes HILIC-MS ont été rapportées dans la littérature comme
méthode de choix pour I’analyse des TTX (seules ou associées au groupe des STX) dans
difféerentes matrices. Diverses colonnes HILIC ont été utilisées; TSK-gel Amide 80,
Cosmosil HILIC colonne, Acquity BEH Amide (Tableau 4) Les phases mobiles sont souvent
composées d'eau /acétonitrile mais certaines méthodes utilisent le méthanol comme solvant
organique (Jen et al., 2013; Wu et al., 2014b). Les phases mobiles contiennent également des
additifs tels que l'acide formique/formate d'ammonium ou acide acétique/acétate

d'ammonium.

La TTX et ses analogues sont détectés en mode ionisation positif et I'ion précurseur détecté
est le [M+H]". Il a été rapporté que I'ion caractéristique commun aux différents analogues
formé par fragmentation MS/MS est le m/z 162 (Mebs et al., 2010). Malgré les progres
réalisés en termes d’élucidation structurale basée sur les spectres de fragmentation MS/MS,
il n’existe encore aucune d’étude faisant état d’une ¢€lucidation complete d’un nouvel
analogue de TTX utilisant exclusivement la spectrométrie de masse. Cette difficulté est due
aux mécanismes de fragmentation tres complexes des TTX (Suzuki et al., 2017).

Tableau 4. Méthodes LC-MS des toxines hydrophiles (groupe de I’AD, STX et TTX)

Toxines  Technique Colonne Phase Mobile Référence
AD HPLC- i) BEH C18 (A) 0.1% formic acid in water (zhangetal.,
HRMS/MS (2,1 x100mm, 1.7 pum) + 4 mM ammonium formate 2015)
(Orbitrap) i) yss 13, c18 (B) 0.1% formic acid in
(100x2,1 mm, 3 um) acetonitrile
iii) BEH HILIC (Gradient)
(2,1 x100 mm, 1.7 um)
AD LC-MS/MS  Luna C18(2) (A) H20 (Wang et al.,
(QqQ) (150 mm x 2 mm, 5 um) (B) ACN 2012)
Both containing 0.1% formic acid (James et al.,
2005)
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Toxines  Technique Colonne Phase Mobile Référence
(Gradient)
AD HILIC- ZIC-HILIC 100 A (A) H20 (Barbaro et al.,
MS/MS (4,6x150 mm, 3,5 um) (B) ACN 2013)
(QqQ) Both containing 0.1% formic acid
(Gradient)
AD HILIC- TSK-GEL Amide-80 (A) H20 + 2mM ammonium (Ciminiello et al.,
MS/MS (250x2 mm, 5 um) formate 2005)
(QgQ) + 3.6 mM formic acid
(B) CAN
(Isocratic: 75% B)
STX HILIC- TSK-GEL Amide-80 A:ACN 95 % (Mattarozzi et al.,
MS/MS (150 x 2 mm, 3 pm) B : H20 95% 2016b)
(Qtrap) +5 % aqueous solution containing
20mMammonium formate and 26
mM
formic acid in both phases (pH
=3.2)
(Gradient)
STX HILIC- TSK-gel Amide-80 (A) 0.1% formic acid in water (Zhuo et al., 2013)
MS/MS (150 x 2,0 mm,3 pm) + 2 mM ammonium formate
(QqQ) (B) 0.1% formic acid in
acetonitrile
(Isocratic: 60% B)
STX HILIC- TSK-GEL Amide-80 (A)H20 (Harju et al.,
MS/MS (150 x 4,6 mm, 3 um) (B): ACN 2015)
(Qtrap) Both containing 4 mM formic acid
(pH=3,5)
(Isocratic 60 %)
STX HILIC- TSK-gel Amide-80® (A) H20; (B) ACN (Dell'Aversano et
MS/MS (250 x 2 mm, 5 um) Each containing 2 mM al., 2005)
(QgQ) ammonium
Formate and 3,6 mM formic acid
(Isocratic 65% B)
STX HILIC- (i) TSK-gel Amide-80® (A) H20 + 4 mM ammonium (Halme et al.,
MS/MS (250 mm x 2.0 mm, 5um) formate 2012)
(Qtrap) (ii) HILIC Silica (B) ACN + 5% of eluent A, both
containing the same amount of
(150 x 2,1 mm, 3 um) formic acid to achieve the pH 3.5
(Isocratic 60 % B)
STX LC-IM-MS TSK gel Amide 80® (A) 2 mM ammonium acetate (Poyer et al.,
(Synapt (,1 x 250mm, 5 um) buffer (pH 3.5), 2015)
G2) (B ) acetonitrile containing 0.01%

of acetic acid
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Toxines  Technique Colonne Phase Mobile Référence

(Gradient)
STX HILIC- Acquity BEH Amide UPLC (A) water + 0.015% formic acid (Turner et al.,
MS/MS (2,1 x 150 mm, 1,7 um) +0.06% of 25% ammonia 2015c¢)
(QqQ) (B) 70% MeCN + 0.01% formic
acid
(Gradient)
STX HILIC- Acquity UPLC BEH Amide  Al: water/formic acid/NH4OH (Boundy et al.,
MS/MS 130°A (500:0.075:0.3 V/V/V) 2015)
(QgQ) (150 x 2,1 mm, 1,7 um) B1: ACN/water/formic acid
(700:300:0.1 v/v/v)
(Gradient)
TTX, STX  HILIC- Cosmosil Hilic (A) water + 0.1% formic acid (Jenetal., 2013)
MS/MS (4,6 x 150 mm?) (B) Methanol (Wu et al., 2014b)
(Qtrap) (Gradient) (Lin et al., 2014)
TTX HILIC- TSK-GEL amide 80, (A) 10% acetonitrile -90% (McNabb et al.,
MS/MS (5 uL, 2,0 x 250 mm) 50 mM formic acid, 2 mM 2010)
(QgQ) ammonium formate in water

(B) 90% acetonitrile —10%

50 mM formic acid, 2 mM
ammonium formate in water

111.4.4. Les toxines lipophiles

Les premiéres méthodes développées pour les toxines lipophiles permettaient une analyse
spécifique par famille de toxines (ie. DSP, AZA). Au cours de la derniere décennie, des
méthodes multi-toxines ont été développées permettant une analyse simultanée de différents
groupes de toxines lipophiles (Tableau 5).

Plusieurs couplage LC-MS ont été décrits en basse résolution pour détecter une toxine cible
dans I'échantillon a l'aide d’un spectrométre triple quadrupble (Rodriguez et al., 2015; Zhuo

et al., 2014), ou d’une trappe d’ion (Garcia-Mendoza et al., 2014).

L'autre couplage se fait avec un spectromeétre haute résolution (HRMS), dont les
performances permettent de réaliser des analyses ciblées et non ciblées (Chen et al., 2016).
Deux types différents de détecteurs HRMS ont été rapportés pour le screening des toxines
lipophiles : Orbitrap MS (Doménech et al., 2014 ; Gerssen et al., 2011 ; Orellana et al., 2014
; Rubies et al., 2015) et QTOF MS (Chen et al., 2016 ; Zendong et al., 2015).
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La séparation chromatographique est souvent effectuée sur des colonnes de phase inverse
(C18) de différentes tailles (Chen et al., 2016 ; Doménech et al., 2014 ; Garcia-Mendoza et
al., 2014 ; Gerssen et al., 2010 ; Li et al, 2014 ; McCarron et al, 2014 ; Orellana et al, 2015 ;
Rodriguez et al, 2015 ; Rubies et al, 2015 ; Wu et al, 2015 ; Zendong et al, 2015 ; Zendong
et al, 2015 ; Zhuo et al, 2014).

Les phases mobiles sont généralement composées d’un mélange eau/acétonitrile contenant
de I'acide formique et/ou du formiate d'ammonium pour les conditions acides (Chen et al.
2016 ; Li et al. 2014 ; McCarron et al. 2014 ; Wu et al. 2014 ; Wu et al, 2015 ; Zendong et
al. 2015 ; Zhuo et al. 2014) ou hydroxyde d'ammonium pour les conditions alcalines
(Doménech et al. 2014 ; Garcia-Mendoza et al. 2014 ; Gerssen et al. 2010 ; Rodriguez et al.
2015 ; Rubies et al. 2015). Quelles que soient les phases mobiles utilisées, les analytes sont
séparés en mode gradient.

La détection est réalisée en mode d’ionisation positif avec la forme protonée [M+H]* pour
AZA, GYM, SPX PnTX et [M+NH4]" pour PTX. L’AO peut étre détecté a la fois en mode
positif [M+Na]* (Chen et al., 2016 ; Zhuo et al., 2014) et en mode négatif [M-H]-. Ce dernier
est le plus souvent employé car assurant une bien meilleure sensibilité. Les DTX et YTX sont
surveillés en mode négatif. Pour les YTX, deux ions précurseurs peuvent étre détectés [M-

H]" et [M-2H]? en condition basiques (Gerssen et al., 2009).

Tableau 5. Méthodes LC-MS pour I’analyse des toxines lipophiles

Toxines Technique Colonne Phase Mobile Référence
AO, DTX, HPLC- ZORBAX SB-C18 (A) 0.1% formic acid in water (Zhuo et al., 2014)
AZA MS/MS (150x2.1mm, 3.5  (B) 0.1% formic acid in

(QgQ) um) acetonitrile
AOQ, DTX, HPLC- Kinetex XB-C18 (A) Acetonitrile (Wu et al., 2014a)
AZAs, GYM  MS/MS (100 mm x 2.1 mm, (B) 0.15 % formic acid in water
PTX, SPX, (qTRAP) 2.6 um)
YTX, BTX
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Toxines Technique Colonne Phase Mobile Référence
DA, AO, HPLC- Luna C18 (A) H20 (McCarron et al.,
ETT;(( ?TZ)’(* MS/MS (50 x 2.1 mm id, (B) AC/H20 (95 + 5, v/v), 2014)
GYs: spx: (QTRAP) 2.5 pm) Each containing 50 mM formic
PnTXs acid and 2 mM ammonium
formate.
AO, PTX, HPLC- Luna C18 (A) H.0 (Li et al., 2014)
DTX MS/MS (50x2.1 mm, 3 um)  (B) AC/H20 (95 + 5, v/v),
(QaQ) Each containing 50 mM formic
acid and 2 MM ammonium
formate.
AO, DTX, HPLC- X-Bridge™ C8 Acidic conditions (pH 2) (Garcia-Mendoza et
AZA, PTX, MS/MS (2.1 mm x 50 mm, (A) H20 al., 2014)
YTX, GYM, (Qtrap)
SPX 3.5 um) (B) AC/Hz0 (95 +5, v/v),
Each containing 50 mM formic
acid and 2 mM ammonium
formate
Slightly alkaline conditions (pH
7.9)
(A) H20
(B) AC/H20 (95 +5, v/v),
Each containing 5 mM
Ammonium bicarbonate
Alkaline conditions (pH 11)
(A) 6.7 mM of ammonia in water
(B) 6.7 mM of ammonia in 90/10
(V/v)
ACN/ water
AO, YTX, HPLC- X-Bridge C18 (A) H20 (NH3 6.7 mM) (Gerssen et al., 2009)
AZA, PTX,  MS/MS (150 mmx3mm;  (B) ACN:H:0 (NH3 6.7 mM) (Gerssen et al., 2010)
SPX, GYM  (QgQ) 5um) (90:10) (van den Top et al.,
2011)
AO, DTX, UHPLC- BEH C18 (A) 6.7 mM ammonia aqueous (Rubies et al., 2015)
AZA, PTX, HRMS/MS (100 mm x 2.1 mm, solution
YTX, SPX (Orbitrap) 1.7 um) (B)acetonitrile
AO, DTX, UHPLC- Acquity UPLC BEH (A) Ammonia 6.7 mM in water (Rodriguez et al.,
AZA, PTX, MS/MS C18 (2.1 x 100 mm, (B) Ammonia 6.7 mM in 2015)
YTX (QqQ) 1.7 pm) acetonitrile
AO, DTX, HPLC- Hypersil BDS C8 (A) H20 (Kilcoyne and Fux,
PTX, HRMS (50 mm x 2 mm; 3 (B) AC/H20 (95 + 5, v/v), 2010)
AZA, YTX (Q-tof) um) Each containing 50 mM formic
acid and 2 mM ammonium EU-Harmonised-SOP-
HPLC- X-Bridge C18 formate. tlcplasms Versions. o
ersion5.
MS/MS (50 mm x 2 mm; 2.5 - P
(QqQ) um)
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Toxines Technique Colonne Phase Mobile Référence

AO, DTX, HPLC- Gemini NX C18 (A) H20 (NH3 6.7 mM) (Regueiro et al.,
AZA, PTX,  MS/MS (100mmx2mm;3  (B) ACN:H20 (NH3 6.7 mM), 2011b)
YTX, SPX (qqQ) um) (90:10)
DA, AO, UHPLC- Zorbax SB-C8 (A) H20 (Brafia-Magdalena et
ETT;(( ?TZ)’(* MS/MS (50mmx2.1mm;  (B)AC/H:0 (95 +5, v/v), al., 2014)
GYI\}I SP;( (QaQ) 2.5pm) Each containing 50 mM formic
PnTX’ ’ acid and 2 mM ammonium
formate.H20 (50 mM formic acid

AO, PTX2,  HPLC- Gemini NX C18 (A) H20 (NH4HCO3 5 mM) (These et al., 2011)
AZAL YTX  MS/MS (150 mmx2mm; 3 (B) ACN:H20 (NHsHCOs 5 mM),

(Qtrap) pum) (85:15)
AO, DTX, LC-HRMS Hypersil Gold C18 (A) 0.1% formic acid in water (Blay et al., 2011)
AZA, PTX, (Orbitrap) (100 mm x 2.1 mm;  (B) 0.1% formic acid in
YTX, GYM, 1.9 um) acetonitrile
SPX
AO, YTX, UHPLC— Hypersil Gold C18 (A) H20 (NH3 6.7 mM) (Domenech et al.,
AZA, GYM,  HRMS (50mmx2.1mm;  (B) ACN:H20 (NH3 6.7 mM) 2014)
SPX, PTX (Orbitrap) 1.9 um) (90:10)
AO, YTX, UHPLC- Nucleodur C18 (A) H20 (NH3 0.01%) (Orellana et al., 2014)
PTX (Orbitrap) mm, 1.8 um)

*En mode gradient

111.4.5. Les Brévétoxines

Différentes méthodes LC-MS ont été développées pour l'analyse ciblée des brévétoxines
(BTX) (Hua and Cole, 2000; Ishida et al., 2004; McNabb et al., 2012) mais elles ont quelques
fois été analysées avec des méthodes LC-MS multitoxines initialement développées pour les
toxines lipophiles (Wu et al., 2014a; Zendong et al., 2015).

Les BTX sont séparées sur des colonnes en phase inverse (C18, C8) de différentes
caractéristiques avec des phases mobiles eau/acétonitrile, d'acide formique et parfois de
formate d'ammonium et fonctionnent en mode gradient. McNabb et al (2012) ont montré
qu’une phase mobile composée d'eau et de méthanol avec de I'acide formique et du formiate
d'ammonium permettait une meilleure sensibilité. Cette observation a également éteé
confirmée par (Zendong et al., 2015).

La plupart des BTX sont détectés en mode d’ionisation positif. L'ion précurseur est soit la

forme [M+H]", soit I’adduit sodium [M+Na]*, ce dernier étant moins souvent rapporteé.
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D’autres études ont rapporté les ions [M-H] et [M-Na] pour BTX-B1 et BTX-B5 en mode
négatif (Ishida et al., 2004; Nozawa et al., 2003). Les ions fragments couramment surveillés

correspondent a des pertes successives de molécules d'eau.

111.4.6. Les Palytoxines

Plusieurs études concernant la quantification et I'élucidation structurale des analogues de
PITX utilisant la LC-MS ont été rapportées (Tableau 6). La détermination des analogues
PLTX et OVTX est habituellement effectuée utilisant une chromatographie en phase inverse
sur une colonne de silice C8 ou C18 et une élution en gradient. Les phases mobiles sont
composées d’eau /acétonitrile avec des modificateurs volatils tels que I'acide acétique, l'acide
formique et le formate d’ammonium ou acétate d'ammonium (Tableau 6). Rossi et al. (2010)
ont décrit une méthode basée sur la séparation sur colonne HILIC. La détection simultanée
d'analogues PLTX et OVTX a été réalisée en basse et haute résolution. La détection des
analogues de PITX se fait en mode d’ionisation positif. Ces composés peuvent étre
multichargés, de sorte que I'ion précurseur surveillé peut étre de différentes formes : [M+H]",
[M+2H]?* ou[M+3H]**. Ciminiello et al. (2015)ont rapporté que dans les conditions
analytiques de leur étude, l'adduit de calcium [M+H+Ca]®*" était I'ion précurseur le plus

intense.
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Tableau 6. Méthodes d'analyses LC-MS des palytoxines

Toxines Technique Colonne Phase Mobile Référence
PLTX LC-MS/MS Gemini C18 (A) 100% H20 + 30 mM acetic acid (Biré et al.,
OVTX-a (QqQ) (150 x 2 mm; 3 um) (B) 95% aqueous MeCN with 30 2013)
0ST-D mM acetic acid (Brissard et al.,

(Gradient) 2014a)
(Biré et al.,
2015)
PLTX, OVTX  LC-HRMS Gemini C18 (A) H20 + 30 mM acetic acid, (Ciminiello et
(Orbitrap)  (2x150 mm,3 um) (B) 95 % MeCN—-H20 + 30 mM al., 2015)
Kinetex C18 acetic acid
(2,10x100 mm, 2,6 um)  (Gradient)
Poreshell 120 EC-C1
(,4x100 mm, 2,7 pum)
PLTX, OVTX LC-HRMS Luna HILIC (A) water (Rossi et al.,
(QTOF) (150 x 2,00 mm, 3 um) (B) 95% acetonitrile/water 2010)
both containing 0.1% formic acid
(gradient)
PLTX, OVTX  UHPLC- Acquity C18 HSS (A) water +0.1% formic acid (Selwood et
MS/MS (50 x 1 mm, 1,7 um) (B) ACN + 0.1% formic acid al,, 2012)
(Qtrap)

111.4.7. Les Ciguatoxines

L’analyse LC-MS présente un excellent outil pour (i) I'élucidation de la structure des

nouveaux congéneres de CTX, a partir de poissons ou de dinoflagellés, et ii) I'établissement

du profil toxique d'une espéce de poisson ou d'une souche de dinoflagellé, avec

I’identification et la quantification d’analogues connus.

Plusieurs méthodes LC-MS/MS ont été décrites dans la littérature pour 1’analyse des

ciguatoxines du Pacifique, des Caraibes et de I’océan Indien dans diverses matrices (Tableau

7). Malgré un nombre important de méthodes développées, aucune d'entre elles n'a été

formellement validée.

La séparation chromatographique est souvent réalisée sur des colonnes de phase inverse de

type C18 (Caillaud et al., 2010; Mak et al., 2013; Wong et al., 2014) C8 (Abraham et al.,

2012; Bottein et al., 2011; Dickey, 2008) et C6 (Stewart et al., 2010).
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Les études citées ci-dessous rapportent l'utilisation d’un gradient de phase mobile
eau/acetonitrile acidifiées avec de l'acide formique et contenant parfois du formate
dammonium. Yogi et al. (2014) ont présenté une méthode différente permettant
I’identification de 13 CTX du pacifique utilisant un gradient linéaire de phase mobile
eau/méthanol acidifié sur une colonne Zobrax C18.

Dans la majorité des études décrites dans la littérature, la détection MS est assurée par des
spectrometres de masse basse résolution (LRMS) avec des sources électrospray (ESI).
D’autres sources d’ionisation de type FAB ont été utilisées dans de précédentes études et ont
permis 1’¢élucidation d’un grand nombre d’analogues de P-CTX (Lewis, 1991; Yasumoto et
al., 2000). Seules quelques études plus récentes ont rapporté la détection en haute résolution
(HRMS) pour I’analyse de ciguatoxines (Diogene et al., 2017; Hamilton et al., 2002; Sibat et
al., 2018; Silva et al., 2015b)

Les CTX sont détectées en mode d’ionisation positif donnant lieu a un ion précurseur
monochargé soit sous forme d’ion moléculaire protoné, soit un adduit ammonium et/ou
potassium ou des adduits sodium. Les fragments couramment suivis correspondent a des
pertes successives de molécules d'eau (jusqu’a 5 molécules). Plusieurs méthodes LC-MS/MS
baseées sur ces transitions MRM ont permis d’identifier de nombreux congénéres de CTX
dans la chair de poisson et/ou les viscéres (Abraham et al., 2012; Boada et al., 2010; Hamilton
et al., 2010; Hossen et al., 2015; Robertson et al., 2013) et dans les souches de dinoflagellés
(Caillaud et al., 2011; Chinain et al., 2014; Roeder et al., 2010). Néanmoins, il convient de
préciser que ces pertes successives de H2O ne représentent pas un modele de fragmentation
caractéristique des CTX car n'importe quel composé polyhydroxylé se comporterait de la
méme maniere. Ce manque de spécificité peut étre problématique pour I’identification des
CTX. Laméthode développée par Yogi et al. (2011) suggére de suivre I’ion sodium [M+Na]+
en tant qu’ion parent et fils a la fois. L adduit sodium étant trés stable et difficile a fragmenter,
I’application d’un DP (Declustering Potential) plus important a permis de s’affranchir des

interférences matricielles et d’identifier plus facilement les CTX.
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Tableau 7. Méthodes LC-MS pour I'analyse des CTX

Toxines Matrice Technique Colonne Phase Mobile Référence
P-CTX-1, Liver brain and LC-MS/MS Luna C8 (A) H20 (Dechraoui
P-CTX-3C tissue of (monk (350 (150 x 2 mm; 3 um)  (B) 95% aqueous Bottein et al.,

seals) QTRAP) MeCN 2011)
0.1 % formic acid
(Gradient)

P-CTX-1 Flesh LC-MS/MS Luna C18 (A) 100% H20 (Wu etal.,,
(Coral reef (3220; 5500  (250x2,0 mm., 5 (B) 95% aqueous 2011)
fishes) QTRAP) pum,) MeCN

With 0.1 % formic

acid in both

(Gradient)
P-CTX-1, P-CTX- Blood LC-MS/MS Luna C18 (A) H20 (Mak et al.,
2, P-CTX-3 Coral reeffish (5500 (250x2,0 mm, 5 (B) 95% MeCN/water ~ 2013)

QTRAP) um,) both containing 0.1%

formic acid and 2

mM ammonium

formate

(Gradient)

I-CTX-1 &2 Flesh, stomach LC-HRMS Hypersil Gold C18 (A) H20 (Diogene et

I-CTX-3 & 4 :”d ﬂnsr; (Orbitrap- (15(9) x 2)'1 mm, (B) 95% MeCN al., 2017)

tomach extract ; .9 um

I-CTX-5 (shark) Exactive " both containing

I-CTX-6 HCD) 2 mM ammonium

formate and 0.1%

P-CTX-1/2 &3 formic acid.

P-CTX1B sea urchin LC-MS/MS C18 Kinetex (A) H20 (Sibat et al.,

P-CTX3C & P- trochus shell (API4000 (50x2,1mm, 2,6 m,  (B)95% MeCN 2018)

CTX3B 5

bCTXAA & P Fish QTRAP) 100 A) both containing

CTXAB culture of 2 mM ammonium

i Gambierdiscus formate and 50
2,3-diOH-P- L formic acid
CTX3C polynesiensis | c.yrMmS

) (A) H20

51-OH-P-CTX3C (6550 Zorbax Eclipse Plus

M-seco-P-CTX3C ifunnel Q- C18 (50*2,1 mm, (B) MeOH

P-CTX2 & P-CTX3 TOF) 1,8m, 95 A) both containing

2 mM ammonium

2-OH-P-CTX3C formate and 50

3-OH-P-CTX3C formic acid

P-CTX-1B Flesh and liver LC-MS/MS Acquity UPLC BEH (A) H20 (Murray et

p-cTx-2/cx-3  (fish) Xevo TQ-S phzei‘y' (1')7 um, 100 (B) mecN al., 2018)

. x 2.1 mm

P-CTX-38/CTX-  MicrAOlgae each containing

3C (G"’)"b’e’ discus 0.2% (v/v) of a 25%
spp. )

P-CTX-4 A/CTX- PP ammonium

4B hydroxide solution

(giving a final

MTX, MTX-3

concentration of
26.7 mM ammonia)
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