/a CYCLOTRON DE LA REUMION

omatographie ouple’eala
e Masse (LC-MS/MS), un
‘accompagnement au
onomique

Dr. CHANE MING Jimmy
r. CESARI Maya
r. MERIAU Christian

L

{ 25 Juin 2009
L .



[ VFaaAVYVIienVT.aN
f w ; ] Y | L W |
R T % CYCLOTROMN DE LA REUMION
|
| |
|

3

Introduction a la LC-MS/MS
Présentation de la AB 3200 Qtrap

Avantages d’utilisation de la LC-MS/MS

e Applications de la LC-MS/MS dans le secteur

de I’Agroalimentaire, de la Nutrition et de la
Santé

e Conclusions



/a:'m;mo; D;Eiﬁ.nﬁ'uwlr;:ﬁ
Introduction a la LC-MS/MS

« Qu'est ce que la LC-MS/MS?

a. LC : Liquide Chromatographie, une technique de
séparation de molécules au travers d’'un support

solide par un fluide liquide appelée, phase mobile

b. MS/MS : Spectrometre de Masse a triple quadupoles
en tandem, un instrument produisant des ions et
pouvant les séparer dans une phase gazeuse selon

le rapport de la masse sur la charge (m/e)




Schéma du fonctionnement de la

LC-MS/MS

Q1

Triple quadrupoles
Q3

Composé

7

Temps de Rétention

m/z 184 m/z 143

Séparation sur LC

Le signhal (184/143 amu) est proportionnel
seulement a la concentration
du composé

|

Transition en MRM (184/143 uma)

Résultat chromatographique
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Les domaines analytiques de la LC-MS/MS

lonique
Glyphosate ESI (lonSpray) Proteines

Antibiotiques
Mycotoxine
APCI 4

Antioxydants Peptides

Carbamates (ex. Insuline)

Methadone

Cannabinoides

10t 102 103 104 10°

Poids moléculaire (uma)




'L entre 50 & 1700 uma

Permet de réaliser
des analyses a
haute résolution et
avec une tres
grande sensibilité
(de I'ordre du
partie-par-billion,
ppb)

Spécialement
adaptée a I'étude
qualitative et
quantitative des
molécules comprises

Turbo "V" source
(ionisation en APCI ou ESI)

Triples quadrupoles sur ralil
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Les avantages d’utilisation de
I’AB 3200 QTrap

Couvre une grande partie des composés organiques (ex. Les
antioxydants, les antibiotiques, les mycotoxines, les stéroides, les
pesticides, les résidus de médicaments vétérinaires, les peptides,
etc...)

Raccourcit le temps d’analyse (“gain de temps”) et simplifie la
préparation de I'’échantillon (“gain d’argent”)

Améliore la reésolution (moins d’interférents) tout en gardant une
tres grande sensibilité analytique (interprétation plus rapide)

Collecte des données riches d’'informations (ex. empreintes
spectrales spécifiques aux molécules)
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Les applications de la LC-MS/MS pour
une démarche Qualité dans le secteur
de I’Agroalimentaire

~» Surveillance des contaminants émergents dans les
denrées alimentaires tels que les résidus de
medicaments véterinaires

« Type de medicaments véterinaires:

g Antibiotiques

g Hormones et promoteurs de croissance
g Antiparasitaires

g Tranquilisants

q Divers
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Les applications de la LC-MS/MS pour
une démarche Qualité dans le secteur
de I’Agroalimentaire

Les promoteurs de croissance : Label garantissant
un usage tres restreint des medicaments veétérinaires
en production animale

g Les promoteurs de croissance :
glucocorticoides et béta-agonistes

q Substances utilisées pour accroitre
la masse musculaire et pour stimuler
la lactation

g Usage Interdit en France et en Europe, mais autorisés
dans certains pays




B YROI
Les applications de la LC-MS/MS pour
une démarche Qualité dans le secteur

de I’Agroalimentaire

e Les promoteurs de croissance : Label garantissant
un usage tres restreint des medicaments véterinaires
en production animale

W XIC of -MRM (23 pairs): 425,5/335,4 Da from Sample 51 (RD_200608_44) of RD_200608.wiff (Turbo Spray) Max. 2,5€5 cps.
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Les applications de |la LC- I\/IS/MS pour
une démarche Qualité dans le secteur
de I’Agroalimentaire

Etalon
interne
S | d6 hydrocorisons (1S) (42553354 amy) Prsdisone (417 4577 3 )
"h,, I-::,:..'-,.::.-.-..-. T TR AL R TS I':Z-:,‘-a:,:::'_.‘..J.'.‘.J..'..:'..'.‘_'..‘..'.‘.""'. = Hydrocortisone (endogéne)
1.... : ‘-'tl/ :;?.--M.m
" Hu]’:j} -
= Réglement (CEE) 2377/90
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| R e e T W G o w08 e A 2 o= RéSIdus (LMR) égale a
' f . ; | e 0.75 ug/Kg (ppb) pour les
. " }"1 A Lasn H o
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Les applications de la LC-MS/MS pour
une démarche Qualité dans le secteur
de I’Agroalimentaire

Les hormones recombinantes (GH) : Méthode
directe de contrbéle des hormones de croissance
en production animale

rbSTFacts.org

g Les hormones de croissance animale
recombinante : rbGH (Posilac), reGH

(EquiGen-5), rpGH (Reporcine)

q Substances utilisées pour accroitre la masse
musculaire ou la production laitiere (risque
d’infection des mamelles par le staphylocoque )

g Usage strictement interdit en France et en Europe,
mais autorisés aux Etats-Unis et plus d’'une
trentaine de pays dans le monde

12
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Les applications de la LC-MS/MS pour
une démarche Qualité dans le secteur
de I’Agroalimentaire

Got rbST in your milk?

Dairy co-op bows to pressure to stop use of hormone
George Raine, Chronicle Staff Writer

Sunday, March 25, 2007

In January, California Dairies' board voted to ask its
members not to inject synthetic bovine growth hormone
into their cows. If they do, their milk will have to be
segregated and they'll pay a surcharge.

Consumer demand is obvious," Cotta said.

Starbucks spokeswoman Sanja Gould in Seattle said the company is already rbST-free in
stores in Northern California, New England, New Mexico, Montana, Oregon, Washington,
Idaho and Alaska. That represents 37 percent of its dairy volume. The company will be

free of bovine growth hormone in other markets as supply becomes available, Gould said.

Recombinant bovine somatotropin, or rbST, was approved by the Food and Drug
Administration 14 years ago. Injected every two weeks into cows, it sustains lactation by
stimulating cows' appetites so they eat more and produce more milk, perhaps an extra 5
quarts per day.

13



Les applications de la LC-MS/MS pour
une démarche Qualité dans le secteur
de I'agroalimentaire

Plasma sample = rbGH : MFPAM-SLSC-LFANAVLR 17 A& [M+2HJ* (w/z 913,0)
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Les applications de la LC-MS/MS pour
une démarche Qualité dans le secteur
de I'agroalimentaire

Detection of Recombinant Bovine

Somatotropin in Milk by LC-ESI-MS/MS

. . Foad Safety

Nestlé (Nestec Ltd)

Authors

Mane-Helgng Lo Broton Sandning Rochoreay-Roulal Gaud Pmal
Feliice Momeau. and Bnsno L Biec

Laborutoire d'Erude des Rlesidus ot Conlammanis dany les
Alimerns (LABETACA]

Ecole Mationals Venkrmaire de Mates [ENVH)

P SI10T. 4307, Nantes

Franie

Magie Hedone Lo Bacaon
1 Mestie Raseanch Camin
Mestee L. POL B 44
CH-1000 Lsusanng 25
Ewitzerand

Abstract

Recombanant beviae samatotropin (dhETL akso called
groveth harmos e, ina protein becmome swed in dairy larming
w e hanee milk produc ien. A method bas been developed
foe tve detection of dST in millk by E51{+)-LC-M5 /M5, This
method aflowed a detection lmi of 2 pg of trypiic
W-tarminal pepude b5 T in standard solution injected sn-
celumn and was successtully applied 1o exntracts cbtained
fram milk samnples apiled with B3 ag/ml* {73 pmal ‘sl 1)
5T,

e » + Application

LOD (Limite de détection) de
rbST dans le lait = 50ng/ml

exist regarding its nse, bat the lack of confirmss
by mathads | 1] Far its deteston makes it difficil
b apgdy these regulations, It burns out o be an
International s in terms of animal doping anml
in fond safety os well Inadecd, resi dues of rhST ean
b present in the milk of daicy animals treated
with this hermane

In order to detect residues of rh5T in milk, the
thisd 2 Feis heen mads 15 foeos the analyeis on the
tryphic N-tarminal peplide of the protem, specili-
cally the differenoe barween the cowlopenons and
recombinant forms, The N-terminal amino aeid ala-
rine that 15 present in the endagenous form 13
refrlaced by a methlonine in the recombinant o
121

AN

Thiz application deseribes a method for the deter.
tion of rbET by E21(+) LOC-MEME. The method was
suesessfully applied to extracts from milk smples
spilked with ri&T

Experimental

Standards of Proteins and Peptides

Protein standerds of rbST s resombinant equine
somatatropin, reST (EqguiGen-5), were obitained
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Les applications de la LC-MS/MS pour
une démarche Qualité dans le secteur

de I’Agroalimentaire

Agriculture raisonnée ou bio : Dépistage
de résidus pour la valorisation de produits
naturels garantis sans pesticides

q Pesticides et leurs résidus sont pour la
plupart des composes polaires, peu

volatils et thermolabiles

g Avantage de la LC-MS/MS, un pre-
traitement de I'échantillon plus rapide et &
moins colteux

qgq Tandem MS/MS ameéliore les
performances analytiques en sensibilité

et en séléctivité

16
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Les applications de la LC-I\/IS/MS pour
une démarche Qualité dans le secteur
de I’Agroalimentaire

Simultaneous Quantitative Screening and
Qualitative Canfirmation of 300 Pesticides Using
the New 3200 Q TRAP® LC/MS/MS System
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| 296 Trflumiz ole

207 Triflusulfuron-methyl
| 288 Trticonazole

| 299 Vamidithion

| 300 Zram

300 pesticides et résidus analysés dans les fruits et les Iégumes
en une seule injection et avec une duree d’analyse de 18 min.
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Les applications de la LC-MS/MS pour
une démarche Qualité dans le secteur

de I’Agroalimentaire

Risque alimentaire : recherche de Mycotoxines

Automated On-line Sclid-Phase Extraction—-Liquid
Chromatagraphy—Electrospray Tandem Mass Spectrometry
Method for the Determination of Ochratoxin A in Wine and

Beer

Arpssaxnro Bacaon, CHiarka CAvALIERE, ANGELD Fappp),
LLISASETTA PASTORINL, HOBERTO SAMEERL, AND ALDO LAGANA®

Depatinent of Chemustry, "Lz Sapiensa™ Dhiivessicy, Puozale Aldo Mora 5 00185 Rouma, Haly

it
4

C

Ochratoxine A
(PM = 403)

Liquid ¢chromatographv/itandem mass spectrometric confirmatory

method for determining atlatoxin M1 in coww mi'k
Comparison between electiospray and atmospheric
pressure photoionization sources
Chiara Cavalicre. Patrizia Foglia Elisabota Masoriel Rebema Sampen. Alde Jagersd™

Fpomirend o, T Dt Pesats Ak Len § o087 Baee, i

Faowetesd L3 Tuls 2205 pocsivad tuenetsod Foom 1] Scpleminr 20 5 geenphed 25 Sonlzmbar 20035

Masked Mycotoxins: Determination of a Deoxynivalenol
Gluceside in Artificially and Naturally Contaminated Wheat by
Liguid Chremategraphy-Tandem Mass Spectrometry
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Les applications de la LC-MS/MS pour
une démarche Qualité dans le secteur
de I’Agroalimentaire

Identification des toxines marines : Les ciguatoxines

li.-l.1.:|;1||., 'FI."lrn'l.rﬂg P avar vitns fmimad

Arrams Hoanau - Ragmna Bar - Camatzon

contamination

Gambierdiscus
(micro-algues)

Ciguatoxine
isolée de e
C} poissons Il == ; ] 22 persunes oat s
PM=1141,7 ' L infaxiuies ames
’ YL CoREREmE
/ ST .= CITR LY )y ppisgnn carailien |
B I | I_III ‘| ‘_Il. Source : Dr. J. TURQUET

- - - (Travaux en cours)
Empreinte spectrale de la ciguatoxine

par LC-ESI-MS/MS (Lenoir, 2006)
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Les applications de la LC-MS/MS pour
une démarche Qualité dans le secteur

de I’Agroalimentaire

Valorisation des produits locaux provenant
de I’Aquicole : Cas du Vert Malachite

g Le vert de malachite utilisé de fagon étendue [
comme biocide (efficace contre les R —"
protozoaires) dans l'industrie aquacole a
travers le monde depuis 1936

q Aujourd’hui, c’'est une substance tres
contreverseée sur le plan international ; elle
présente des propriétes teratogenes et
carcinogenes.

g Usage strictement interdit en France et en
Europe (Décision 2002/657/CE), mais toujours

utilisé dans certains pays
20



Les applications de la LC-I\/IS/I\/IS pour
une démarche Qualité dans le secteur
de I’Agroalimentaire

TAIPEIBTIMES B 7On i

# DOH says fish samples contain malachite green

TOD MUCHT ¢ The dhemical iz usad to trast shallfish ard Fish for furgal snd parasitic infections
It I= banred in Taiwan, but rasidue of 0.002ppm is acceptabla in the EU

Tl

Seven of 26 samples of aquatic products examined last monty wers found te corkain small ameounts of @ banred fungicis, the
Dpantrent of Hestth ¢00H) =5 on Friday right

The sampdas af dapda, groupsr and thresdin fish that wers cortamingte d with malschite green had residus amounts of arsond
0.00Zppn — e madmum level acceptatl in the ELL

Taiwan"s food safely ke bans the presence of residuas of makcdhie gresnin aguatic products sokd koally,

The toeke chemibcsl, us ed to rest extamal fungad and parssicinfacions onfish and shelfishy hes teen found to ham animals’ vers
in laborabory tests.

A v nadaian KT 5'-.15
:m.': Agwaraniaary -"‘ } } L ) _‘:‘ Pride St sl
A Furlur * - N «f s - BIBE0-FENET
<ol Frumre——
vt o s & - WM'I h ml.'.hm ﬂl'Hﬂ?
Ditudwr 2985 woer [0 mruriwd
Le vert de malachice e<t mierdin " unslisation en pisciouimn :rd::l:ms:l:i;:fmdt:nl:pn ;LT;‘T‘K mp;"mE —
Peniequad et coriens s”en passe:” e ot 1t e i gl enfactises o fish agws Lomsomlachite, produred fhooo gh the rasforma foe o7
snlacha iR, Say pnd in Bk s R loag pissds
g i e it 1I '.:'hl:'u::‘m.t:'rl verr fle makachhe e Hr{'..ﬂlll"lt'lh:\'lrl'lnﬂ.:
Fwressimi® {ET de e, (1] il o ERNTE N ek 0 ape o i i Ladar
ric w ebraniée 1 T suite de '.'n‘:uru e résiches de wert de malachite détecsis dans kfruuml Filrape. WI'IL.r is malachite green still found in fish?
EnEecanE aiied tome certe Dubeine anie mx irenoas de |"Union Ewepdenme o mposer n blcrge commeercial s o iz bie g |5 L rpencie et Ilﬂmﬂ.l.l'- sridabls for oher, Doa- l]_l.l.'n.’.l:l.l.l'l'l.l.l.tl and ¢ orimes
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Les applications de la LC-MS/MS pour
une démarche Qualité dans le secteur

de I’Agroalimentaire

B o i WO TR D e B 13 & e B W ol B pati BB T e | PRI e
. Malachite Green ur Mailal::hite Green
| blank 1th )
| =304
g™ E W [ P I Sul =0 5442
& | = Festd D Name=t, Te+0
= f
£ = E = |
) |
L ' zh w m L e Dl
- 1 1 1 i [ 1 1 El] i
Time: min Tire. min
O = LR L seim] BB TER D s b . B - L TR R j N30 3, — Uaa i -
.| Leucomalachite Green " Leuc::umalafhite Green
SH 11L.3
blﬂnh 153101 =75 LA _l'.--n TS |
¥ S Dme -‘?xl'k S tll

resmEl;

4 5 " 2 T 13 4

1 a 3
Tom =

Sppt (pg/mL) on API 3200™ LC.’MS.’Mg—s—irslam

Malachite Green Testing Summary

+ Detection of Malachite green and Laucamalachite grean by

LC/MS/MS in less than 10min
< APl 3200™ LC/MS/MS system's data
+ LOD Malachite green (guantifier MBM) < Sppt
* Linear range Malachite green (both MEMs); $-10000ppT
« LOD Laucomalachite graen (quantifier MAM) < Sppt
+ Linear range Leucomalzachite green (both MRMs). 50-100000ppt
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Les applications de la LC- I\/IS/I\/IS dans
le secteur de |la Agronutrition

Evaluation du potentiel bioactif des fruits tropicaux

20000 molécules bioactives

(Alcaloides, polyphénols,
terpenes, etc...)

\/

Caractérisation des composants bioactifs (ex. propriétés anti-
oxydantes et anti-inflammatoires) des fruits tropicaux par
analyse LC-MS/MS

Source : Dr. Marie-Paul GONTHIER
(Travaux en cours)

Contact : gonthier@univ-reunion.fr

23
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Les applications de la LC-MS/MS
le secteur de |la Agronutrition

« Découverte des bienfaits des aliments: Détermination des
acides gras polyinsaturés, les Omega-3

CAR]
S e B
nwersné -dr .......

dEL'ége Develo ement d’une meéthode d’anal se par chr omato raphique li mde couplée a la
spectrométrie de masse des acides gras polyinsaturés de tvpe oméga-3 a I’aide de la théorie des
plans d’expérience

Caroline Douny=, Guy Maghuin-Rogister et Marie-Louise Scippo

Laborateire d Analyse des Demrées Alimentaires, CART (Contre d Analyse des Résidus en Traces), Département des sciences des denvéss alimentaires, (Bat B43b), Faculte de medecing Véterinaire,
Universite de Lisge, 20, Blvd de Colonster, 4000 Lisge

Conclusions
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Les applications de la LC-MS/MS dans
le secteur de I’Agronutrition

» Valorisation des plantes aromatiques et médicinales :
Caractérisation et Quantification des composes actifs

Characterization of acylated flavonoid-O-glycosides and
methoxylated flavonoids from Tagetes maxima by liquid
chromatography coupled to electrospray ionization tandem mass
spectrometry

Irene Parejo ef al.

Depariament de Productes Maturals, Universital de Barcelona, Spain
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Quantitative determination of Astragaloside IV, a natural product with
cardioprotective activity, in plasma, urine and other biological
samples by HPLC coupled with tandem mass spectrometry

Weitdong Zhang "™* Chuan Zhang®, Bunhui L ®, Huiliang 117,
Jmtao Zhang =, Chen Mao*, Chunhn Chen*™

Simullaneous determination ol lour active alkaloids [Tom a tradiional
chinese medicine Corvdalis saxicola Bunting. (Yanhuanglian)
i plasma and urine samples by LC-MS5-MS

[ui-Tiang 1%, Wei-Dong Zhang ™ ™* Run-1ai Lin®, Chuan #hang ™, Ting Han',
Hane-Wel Wang®, Jao-Lic Wing®, Jiun-Baoe Zhu®. Clwn-Lin Chen®
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Les applications de la LC-MS/MS dans

le secteur de la Santé

Les tranquilisants : Suivi de la pharmacocinétique des

béta-bloquants dans le plasma humain

Target Analyte

Mefruside(l.5.)

Sotalol

Atenolol/Practolol

Findolal

Carteolol

Dehydrocarteolol

Madolol

Timalaol

Les b-bloquants sont
utilisés pour réduire la
fréquence cardiaque et
diminuer la tension
artérielle pour
stabiliser
I’hypertension

Acebutolol

Metopralal

Levobunalal

Carvsbrmaaded (100 L0 L Pl 005 ]

Bisoprolol

Cxprenalol

Labetalol

Alprenaolal

Betaxolol

Fropranolol

Fenbutolol

18 b-bloquants
dopés a 20 ng/ml
(ppb) dans le plasma
humain et detectés
en mode MRM en
LC-MS/MS sur une
injection de 5 min.
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Les applications de la LC-MS/MS dans

le secteur de la Santé

* Analyse en toxicologie : Dépistage des substances

prohibées et thérapeutiques dans la salive

Target Analyte RT (min) Target Analyte RT (min)
Mefruside (1.5.) 375 Nefopam 467
- Diazepam 459
Phenylpropanolamine 250 Prazepam 282
Amphetamine 330 Medazepam 496
MDA 747 EDDF 434
MethylAmphetamine 367 SEIELTTE B0
Phentermine 3.66 Lol L .97
: Qxymorphone 3.46
MDA i Morphine 366 55 substances
MDEA 382 Hydromorphone 3.76 prOhlbeeS et
Dihydrocodeine 413 , .
MDPA 41 Pholcodine 421 therapeuthues
Ecgonine methyl ester 230 —— — d , < 30 / |
Benzoylecgonine 3.02 Levorphanol 4j35 opees a ] ng/im
Cocaine 443 6-Monoacetylmorphine 403 danS Ia. Sa|IV6 et
Nalorphine 413 . ,
Bromazepam 400 = détectées en une
ydrocodone 415
Demoxepam = Nat 424 injection de 6 min
alirexone .
Oxazepam 4.34 Nalbuphine 459 J ’
Mitrazepam 412 Diacetylmorphine 432
Chlordiazepoxide 444 Butorphanol 453
Lorazepam 475 Dextromethorphan 4 .86
ol 118 Buprenarphine 524
CIERE A : Phencyclidine 162
Temazepam 441 LSD 430
Mordiazepam 450 Methaqualone 425
Flunitrazepam 422 Ketamine 4.27
Lormetazepam 4 46 Zop'qo”e 413
Zolpidem 4.39
Clobazam 4.29 Cannabinol 518
Midazolam 4,65 Cannabidiol 5.08
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Les applications de la LC-MS/MS dans
le secteur de la Santé

* Analyse en toxicologie : Dépistage des substances
prohibées et thérapeutiques dans la salive

[ ] Mg S gyt b g i - B[ ottt pro el g K gyt S
Meétabolite de Cocaine Métabalite de Cocaine Marcotigue
I‘_l. ‘ Ecgonins mathyl ester {200.0/182.2 amu) Banzoylsceonine (290.2/168.1 amu) Cocaine (304.3/182.3 amu)
i ‘.‘ [y e L —m e ]
: e 5 : : Benzodiazépine
Benzodiazépine Benzodiazépine (SERESTA)
B B ‘ Bromazepam (316.2/209.2 amu) Demoxepam (287.3/180.1 amu) Oxazepam (287.3/269.1 amu)
[ e e =
Benzodiazépine Benzodiazépine Benzodiazépine
Nitrazapam (282.2/236.2 amu) Chlordiazepoxide {300.2/227.1 amu) Lorazepam {321.2/275.1 amu)

Référence: Oral fluid testing proves comparative accuracy to urinalysis in detecting drug use
G. Bennet, Elsevier Science, Dec. 2003.
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Conclusions

q Le couplage LC-MS/MS en tandem est une méthode
d’analyse de plus en plus utilisée pour détecter, identifier et
quantifier les différents constituants d’'un mélange complexe
(aliment, extrait végétal, eau, sang, salive, urine...)

q Le Spectrometre de masse quadrupolaires tandem (MS/MS)
permet les analyses qualitatives et quantitatives de composés
présents a I'état de trace (exemple: sécurité alimentaire,
surveillance environnementale, études toxicologiques...)

JL e TS q Latechnique LC-MS/MS s’adresse en particulier a des
molécules polaires, peu volatiles et thermolabiles

q L'utilisation de la LC-MS/MS permet de raccourcir le temps de
I'analyse et simplifie la préparation de I'échantillon (pas de
deérivation)
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