Mise au point et optimisation d’une méthode de dosage de la méthionine par Chromatographie Liquide Haute Performance-UltraViolet (HPLC-UV)
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(" INTRODUCTION ) /MATERIEL ET METHODE —
D’es |jnéla.nges ,de nutrition parentér?le standards (MNPS) so.nt préparés Pour la (& 1élre étaPe : Optimisation de la régctipn de conjugaison Colonme Kinatox EVO 18 bhase A Tampon KELPO, 20
réanimation néonatale avec une durée de conservation de 4 jours. Les acides aminés| | - Réalisation d’'une gamme de méthionine telle que: : 150 Mm 4,6 mm*5 pm Mm, pH 7,2
(AAs) apportés par le Vaminolact® sont les éléments les plus sensibles apres les 2,08/2,34/2,6/2,86/3,12 mg/mL +  Détectiona 338 nm *  PhaseB:
vitamines. Une méthode séparative a été développée afin de doser les 7 AAs les plus] | -  Mélange de 150ul du point de gamme, 350uL tampon . g(;itif?i:t‘j%?hanm 50750
&ansi bles du Vamilolact ®. Nous avons décidé ici de doser la méthionine. y Borate, 150ul de réactif (OPA+MPA) . Volume injecté 10 pL
7 NE Réalisation de 3 gammes différentes avec des temps de T TN T
OBJECTIF réaction différents (5, 10 et 30 minutes). 0 97 3
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méthionine par Chromatographie Haute Performance-Ultraviolet « 2¢me étape : Validation de lagamme 28 2 2 B

(HPLC-UV) pour pouvoir doser les AAs dans les MNPS \_ Réalisation de 3 gammes avec le méme temps de réaction 28 97 3 /
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Graphique 1 : Linéarité des gammes selon temps de réaction

RESULTATS - DISCUSSION [ c
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de réaction Concentration mg/ml

Tableau 1 :Valeur moyenne des AUC obtenues

Graphique 2 : Validation de la gamme de méthionine avec 10 minutes @ 10 minutes réaction ~ ® 5 minutes réaction ~ ® 30 minutes réaction

Concentration mg/ml 3,12 1,4+0,38
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- Linéarité pour les gammes a 5 et 10 minutes de réaction mais points S 15 - 0.9747 IR BUININA LY TICHTTIITE Mot
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- AUC supérieure sur la gamme avec 10 minutes de réaction |a validation : 10 minutes ®- 0.9353
NS o ) . 0.5
Non linéarité et diminution de FAUC sur la gamme avec 30 minutes 508 28 548 > 68 588 308

18 de réaction R2=0.9353 Concentration Moyenne AUC )
16 PRI 4 ) . Z‘Tme é!:ape : Validation de la gamme
o 14 S e R ® o 1%¢gamme 208 1024011 - Linearite dg 2 gammes- \
R 12 e PRSRIRILIL P i S 0ei0 98 - Pas d’exploitation possible de la 2¢™¢ gamme
13— o 37 gamme ' s - Coefficient de variation trés important (10% a 28%)
08 2,6 0,88+0,24 - Répétabilité : impossible de repasser plusieurs fois le méme échantillon
2.08 2.28 2.48 2.68 2.88 3.08 2,86 1,27+0,37 du fait de réaction qui continue

* Bibliographie : Grande variabilité dans les méthodes utilisées et pas de réelle description du protocole  Difficulté de mise en place de la méthode au vu de la lourdeur des
manipulations (temps de réaction, unique passage des échantillons)

-
CONCLUSION %@ * Méthode linéaire mais trés variable/non reproductible * La recherche d’'une méthode alternative pour le dosage des AAs semble nécessaire
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