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Dans le cadre d'un projet destiné a evaluer la vaccination comme alternative a la castration chirurgicale du porcelet contre « [‘odeur de verrat », un protocole de\
dosage du scatole, de l'indole et de I'androsténone, adapté de K. Verheyden et al. (2007) a eté developpé et validé. Ce protocole repose sur une extraction méthanolique
et une analyse chromatographique par UPLC®-MSMS. L'utilisation de technologie UHPLC permet de réduire d’'une part, le temps d‘analyse, mais aussi de s’inscrire dans
une démarche analytique plus respectueuse de |I'environnement en diminuant les volumes de phases mobiles nécessaires a |'analyse.
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Matériel et méthode
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Molecules a rechercher || Preparation des echantillons Conditions chromatographiques
N e v Solution d’extraction : solution de 2-MID dans le
ID&E T o € extracrion ¢ Colonne : UPLC BEH C18 1.7 pm - 2.1 * 100 mm
6 |;| Molecular Formula = C_H.N ) met anol a 1 IJg-L InjeCtion : 20 IJL
sl holindole M . memecs || EChantilion : N | Température de la colonne : 45°C
N o (:c;“j;'lfe; "gdﬁfb Formula Weight = 131.17446 Peser 10 g de matiere grasse et ajouter 10 mL de Durée d’'analyse : 12 minutes
7 5N = - _ . 7 . N e - -
H Moleoular Formula = CyHoN solution d’‘extraction dans wun tube a Solvants d’élution : Gradient :
S 2-méthyl-indol [M+H] 132.080776 D Centrifuger
3 4 5 - e Y—In Oe +H |+ = . a N ’ TIME FLOW Y A 0 B CURVE
m (standard interne) Formuiaweight = 13117448 Broyer a [l'ultra-turrax pendant 30 sec en A - HAc 0,5 % & 2
> H 2-MID Molecutar Formuia = C4fN maintenant dans un bain de glace B — Méthanol Initial 0.5 mi/min 80 20
o Maintenir le tube 15 min dans le bain de glace 3.50 min 0.5 ml/min 0 100
o 5 17 [M+H]+ = 273.221292 Da _ _ . _ , ] : .
L 215 Androsténone  FormulaWeight = 27242502 Centrlfuger 10 min a 6000 rpm (t°C amblante) StOCkage des echantillons : 4°C 3'69 min 0.7 ml/m!n 80 20
% 810 15 Molecular Formula = C,,H,,O Flltrer sur 0,22 IJm danS une flOle UPLC Détection . SpeCtrométrle de masse 5 min 0.5 ml/min 80 20
\ J . J . J
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Resultats
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Parametres de spectrometrie de masse , ol Sensibilite Drotts MeOH
> - Energie : S/N (Valeurs Quanlynx) LOD (ppb) LOQ (ppb)
C lonisat Parent ; Fill d e s ,
Srress SREER SRR decone T L La sensibilité a été calculée en mesurant | ™ [ s larox | m | s Javos | m | s [ aron
PP B B B B B B R B 5
i i I ~ T i 0] 20 = - 50 ppb 8.6 31,2 12,6 17.4 4.8 11,9 58,0 16,0 39,7
Optlmlsatl_on des parametres : infusion :/P\ Indole Esi + 1117131 35 le rapport « Signal / Bruit ». A ot oo s G (R I I I A
d|reCte dans Ia SOU rce ( ) 65 25 divipd ot hamens 5+ 500 ppb 135.0 311.6 90,5 11,1 4.8 16.6 37.0 16,0 55,2
2améthy. o poed IO ol ol ol IO IR Bl Il I
indole Esi + 132 1 90 40 ’ ’ ’ : : : : : :
e ; Standard 131 +1
Perte aisée du méthyl pour le 3-MID et 2-MID : (in?:mf; (131+1) 89 40 Moyenne
obtention de I'indole comme 1¢r ion fille 17177 ‘1“5) S Dans le solvant
V 3-m§tl?yl- Esi + 132 30 103 25 (33';:‘1?215‘?3‘;'5“) /\Kz-mé?hyl-indole (scatole) «—> lelteS de déteCtlon
indole si x e . :
N ——— (Scatole) (131 +1) 90 35 T T A8 440 480 450 et de quantification
89 45 .
Dans la matrice
Formula Weight = 131.17446 @féz» (ﬂ:{)m 255 15 S
H H E Androsténone ESI + (27227_:: 1) 27 161 15 LOD = [Analyte] donnant un E = 3 « Extrait matiere grasse » dopé Extrait « Matiéere grasse dopée »
1 1%? 56|\||3a 93 25 Indole Scatole Androsténone Indole Scatole Androsténone
\L ) S LOD 10 35 45 40 20 170
: : N\ LOQ = |Analyte|donnant un — =10 loq 30 105 135 120 c0 500
( Effet de matrice (extraction) o Q [ y ] B Lo limites somt domnées en g g™

i Exemple du scatole ]

14000

® Droite dans la matrice

R?=0,9996
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12000 / V 4 r - \
Sans standard e Taux de récupération
350000 5‘10000 T Intel‘ne
300000 e ? 8000 / . \
. Quatre concentrations : 50 - 500 - 1000 - 1500 pg-kg!
/ [ Cinqg extractions pour chaque niveau
£ . / / Limitation des effets de matrice lors des calculs
Elsoooo / 2000 M k /
// ¥=04833+ 11447 P / ° 200 400 600 g(l)(.) - 1000 1200 1400 1600 Taux de récupération (en %)
| Scatole 132>117 Indole 118>91 Androsténone 273>255
o wm oo o oliom oo ( Comparaison des droites de 50ppb 500 ppb 1000 ppb 1500 ppb | 50 ppb 500 ppb 1000 ppb 1500 ppb | 50 ppb 500 ppb 1000 ppb 1500 ppb
, " NS calibrage dans le méthanol Moyenne 87.6 98.0 105.6 98.1 109.0 100.1 110.0 94.9 161.4 111.8 132.3 116.2
Relation « Hauteur de pic » dans le N et dans la matrice J Ecarttype | 9.7 7.2 7.8 10.0 20.2 5.8 5.9 6.3 69.3 28.8 31.5 20.7
methanol et dans la matrice 90,00 + Drofte dans méthano] : CV % 11.1 7.4 7.4 10.2 18.6 5.8 5.7 6.6 42.94 25.7 23.8 17.8
B Droite dans la matrice ;225::(9;2'79086
‘Effet de matrice présent pour les trois - *" Vioyenne o7 103 p 1204
molécu/es recherchées 7000 - Ecart type 10.4 11.5 26.9
Y . P - _ Avec standard .
Ameéliorations des resultats en utilisant un foo  jnterne _ CV % 10.7 11.2 224
standard interne (le coefficient angulaire de 2 s000 / VR 0008
la droite dans la matrice se rapproche du g LOD : 20 ppb LOD : 40 ppb LOD : 170 ppb
coefficient angulaire de la droite dans le / ~ LOQ : 60 ppb - LOQ : 120 ppb ~ LOQ : 500 ppb
méthanol) - / p ~
I\é,e,ceismi. nde tmf,vgg u:,n ‘;”tr ‘(9 ffnzoge o Droites de calibrage réalisées dans la matrice
extraction pour I'androstenone (efret de T Taux de récupération de I'ordre de 100 %
matrice trop important et perte de | | | | | | | .. : , , :
.y o w w w s we e we e Variations plus importantes pour I'androstenone aux basses concentrations (< LOD)
KsenSIbIII te) / Concentration (ppb) \ /
™
S peci ficite - y s I ANDROSTENONE i
INDOLE ; SCATOLE ; T e
n « Extrait matiére grasse » dopé y | « Extrait matiére grasse » dopé « Extrait matiére grasse » dopé
/Analyse de trois extraits : extrait « matiere grasse », extrait « matiere grasse dopee >>,\ L et

extrait « matiere grasse » dopé
Comparaison des chromatogrammes obtenus et vérification de la présence de pics
interférents

\_ ':> Méthode spécifique pour les différents analytes
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« Extraitmatiére grasse»
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Conclusions et perspectives
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Le CRAW a développé une méthode permettant de doser trois molécules impliquées dans « [‘odeur de verrat » de la viande de porc :
réduire le col(it environnemental de I'analyse, le choix de la technique s’est porté sur I'UHPLC, couplée a la spectrométrie de masse, afin de profiter de la spécificité de ce type de
détecteur. La méthode est basée sur une extraction méthanolique suivie d’'une injection en chromatographie. L'ajout d'un standard interne (2-méthyl-indol) permet de réduire l'effet de
Les limites de détection de la méthode sont de 120 ppb pour l'indole, 60 pour le scatole et 170 pour I'androsténone.
cependant des difficultés a étre correctement extraites de la matrice.
concentration, de |I'ordre de 100 %.

/

matrice mis en évidence.

le scatole, I'indole et I'androsténone. Afin dg

Cette derniere molécule présente
L'usage du standard interne permet d’atteindre des taux de récupération, calculés sur quatre niveaux de

Il faut maintenant confronter cette méthode a d’autres méthodes déja validées et en cours d’utilisation. La difficulté a ce jour reste de trouver une méthode suffisamment fiable pour
\\évaluer correctement les échantillons de viandes prélevés dans différents pays. Il n‘existe pas encore de méthode reconnue par tous.
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