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Graphique 1 : Linéarité des gammes selon temps de réaction
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Graphique 2 : Validation de la gamme de méthionine avec 10 minutes 
de réaction

1st run

3ème run

Concentration 
(mg/ml)

Moyenne AUC CV

2,08 1,02±0,11 10,7

2,34 1,06±0,29 27,9

2,6 0,88±0,24 27,61

2,86 1,27±0,37 26,79

3,12 1,4±0,38 27,0

Tableau 1 : Valeur moyenne des AUC obtenues
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CONCLUSION • Méthode linéaire mais très variable/non reproductible • La recherche d’une méthode alternative pour le dosage des AAs semble nécessaire

RESULTATS - DISCUSSION

• 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)

Temps de réaction choisi pour 
la validation : 10 minutes

• 1ère étape : Optimisation de la réaction de conjugaison :
- Linéarité pour les gammes à 5 et 10 minutes de réaction mais points 

aberrants présents
- AUC supérieure sur la gamme avec 10 minutes de réaction
- Non linéarité et diminution de l’AUC sur la gamme avec 30 minutes 

de réaction

• 2ème étape : Validation de la gamme
- Linéarité de 2 gammes
- Pas d’exploitation possible de la 2ème gamme
- Coefficient de variation très important (10% à 28%)
- Répétabilité : impossible de repasser plusieurs fois le même échantillon 

du fait de réaction qui continue

1ère gamme

3ème gamme

OBJECTIF

MATERIEL ET METHODE 

Temps (minutes) Phase A (%) Phase B (%)
0 97 3

20 40 60
23 40 60
25 97 3
28 97 3

• 1ère étape : Optimisation de la réaction de conjugaison
- Réalisation d’une gamme de méthionine telle que: : 

2,08/2,34/2,6/2,86/3,12 mg/mL
- Mélange de 150µl du point de gamme, 350µL tampon 

Borate, 150µl de réactif (OPA+MPA)
- Réalisation de 3 gammes différentes avec des temps de 

réaction différents (5, 10 et 30 minutes).

• 2ème étape : Validation de la gamme
      Réalisation de 3 gammes avec le même temps de réaction

 

Conditions chromatographiques

• Colonne Kinetex EVO C18   
150 mm*4,6 mm*5 µm 

• Détection à 338 nm

• Phase A : Tampon KH2PO4 20 
Mm, pH 7,2

• Phase B : 
Acétonitrile/Méthanol 50/50

• Débit 1 mL/min
• Volume injecté 10 μL

Mise au point et optimisation d’une méthode de dosage de la 
méthionine par Chromatographie Haute Performance-Ultraviolet 
(HPLC-UV) pour pouvoir doser les AAs dans les MNPS

INTRODUCTION
Des mélanges de nutrition parentérale standards (MNPS) sont préparés pour la 
réanimation néonatale avec une durée de conservation de 4 jours. Les acides aminés 
(AAs) apportés par le Vaminolact® sont les éléments les plus sensibles après les 
vitamines. Une méthode séparative a été développée afin de doser les 7 AAs les plus 
sensibles du Vamilolact ®. Nous avons décidé ici de doser la méthionine. 
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