Développement d’'une methode d’analyse des produits anabolisants
dans les compléments alimentaires par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS)
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INTRODUCTION

Les compléments alimentaires peuvent presenter des risques pour la santé et au niveau du
dopage par inadvertance.

La contamination par des substances anabolisantes suscite un controle rigoureux de ces
produits.

L’objectif de notre travail est de rechercher les stéroides anabolisants dans les compléements
alimentaires commercialisés sous forme solide par des méethodes analytiques pertinentes :
Testosterone,  Androsterone,  Nandrolone,  Dehydroepiandrosterone,  Boldenone,
Methanedionone, 5 alpha androstane-3alpha, 17beta-diol et Dihydrotestosterone .

- MATERIELS ET METHODES I

Mettre 19 de matrice solide

Ajout 4 ml de NaOH

Ajout de 50 pL d’¢€talon interne
Ajout de 5 mL de solvant d'extraction

~

=01 . Agitation mécanique pendant 1 h
|iquide_ Centrifugation a 3000 tours/minute pendant 5 minutes
liqui d Congeélation de la phase aqueuse a -26°C dans le méthanol
ICIUI € Récupération de la phase organique /
*‘\\\

Evaporation de la phase organique sous flux d’azote et/ou sous vide.

Ajout de 50uL de réactif de dérivatisation (STp)
Incubation a 65°C pendant 30 minutes

Bl N EE i Tel| = Mise en vial et analyse par GC/MS

L'analyse est effectuée par un chromatographe en phase gazeuse couplé a un
spectrometre de masse de type Hewlett Packard automatisé dont les élements de
base sont : une GC de type HP 6890, un injecteur Split/Splitless, un détecteur MS
guadripolaire de type HP5973 a ionisation par impact électronique (El) et un logiciel
Chem Gb pour le traitement des données.

Colonne - Type : capillaire

- Phase stationnaire : 5% phényl 95% diméthylpolysiloxane
- Longueur : 30 m

-Diametre interne : 0,25mm

-Epaisseur du film: 0.25um

-Gaz vecteur : Héelium
Parametres du debit - Débit initial;: 03 ml/min
- Pression: 6 psia 190°C

-Température de I’injecteur : 250°C
Parametres d’injection | -Mode d’injection : Split

- Rapport de split : 1/10

- Volume d’injection : 3ul

- Mode d’1onisation : impact ¢électronique (EI) a 70 eV
Parametres du détecteur | - Mode d’acquisition : SCAN

MS - Température de I’interface : 280°C

- Temperature de la source : 230°C

- Temperature du quadripodle : 150°C

Programme de tempeérature du four

Température (°C) Vitesse (°C/min) Temps (min)
2 0

190-235 Gradient linéaire
235-320 30 5 Gradient linéaire
320 Isotherme

La validation analytigue a été realisée conformément aux conditions de I’International
Standard for Laboratories (ISL). Elle a porté sur les criteres suivants : spécificité, limites de
détection, fidélité (repetabilite, fidelite intermédiaire).
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RESULTATS |

Chromatogramme d’'un mélange de substances anabolisantes
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Identification des difféerents composes

T ime --=>

Androstérone di O-TMS 16,501 0,921 419/434/329/421/239
Nandrolone di O-TMS 16,839 0,940 418/194/403/313
DHEA di O-TMS 16.,922 0,945 432/4171327/237
5- a androstene 3,17-f diol di-O-TMS 17,400 0,972 421/241/346/436
DHT di O-TMS 17,302 0,966 434/143/405/202/417
Boldénone di O-TMS 17,408 0,961 430/206/325/415
Testostérone di O-TMS 16,901 0,946 432/417/341/208/239
Metanedienone di O-TMS 17,858 0,997 444/143/206/429
Etalon interne 17,400 1 301/446/339/241/431

Spectre de masse: exemple de |la methanedienone di-O-TMS
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Le spectre montre |'apparition des fragments caractéristiques de la Methanedienone
m/z= 444, 429, 206 et 143.
Nous notons les pics :Pic de base = 444 ; M**= 444 ;M** (-CH3) = 429

PARAMETRES RESULTATS

Specificite Les différents pics sont bien séparés et n’interférent avec
aucun pic venant de la matrice.

Fidelite Fidélité
Intermédiaire
o Valeurs Min et Max inclues dans 1’Intervalle de Tolérance.
Répétabilite

Limites de détection Varient entre 10 ng/g et 20 ng/g

APPLICATION

Dans le cadre d’une mise au point d’'une méthode analytique de contréle des complements
alimentaires, nous avons appliqué notre methode sur six echantillons dont cing sont vendus
sur le marché tunisien formel et ayant I’AMC et un échantillon provenant du marché tunisien
Informel, n’ayant pas I’AMC et qui s’est avéré qu’il contient de la methanedienone apres
analyse .

Ce complement alimentaire contaminé a éeté procure difficilement aupres d’un vendeur
clandestin dans une salle de sport.

CONCLUSION

Les compléments alimentaires sont des produits a la frontiere du médicament, jouissant
d’une legislation moins contraignante. Mais si les bénéfices d’une telle consommation ne
sont pas toujours évidents, les risques pour la santé et au niveau du dopage demeurent
présents.

La recherche des stéroides anabolisants dans les compléments alimentaires permet
d’assurer la securité du consommateur et proteger les sportifs du risque de dopage.

En effet, le screening des anabolisants par GC-MS demeure une méthode separative de
choix dotée d’une bonne sensibilite.




