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SUMMARY 

Determination of cations in xylem sap by ion-exchange high-performance liquid chro- 
matography with ultraviolet detection 

An high-performance liquid chromatographic method is described for the si- 
multaneous determination of cations in xylem sap without pretreatment. In order to 
reduce analysis time and to improve peak separation we calculated the mobile phase 
velocity and the Ce3 + concentration in the mobile phase using the capacity factor, the 
separation factor and the peak width at half height. Xylem sap was analyzed under 
optimal conditions. The reproductibility of this method was determined and com- 
pared with that of flame spectrophotometric methods. No significant differences were 
found between the two methods described. Advantages of the new method and its 
application to a wide range of biological samples are discussed. 

INTRODUCTION 

Durant ces dix dernieres an&es, de nombreuses recherches ont et& effect&es 
sur l’utilisation de l’analyse par chromatographie liquide haute performance (HPLC) 
pour la separation et la quantification d’ions inorganiques. Les premiers travaux dans 
ce domaine furent realists par Small et al.’ qui utilisaient un systeme de separation a 
double colonne couple a un conductimetre. Depuis, ce dispositif a tte ameliore. En 
effet, la mise au point de nouvelles phases stationnaires avec des polymeres Cchan- 
geurs d’ions a faible capacite greffes sur des r&sines de faible granulometrie, ainsi que 
de nouvelles methodes de dttection, a permis une reduction du temps d’analyse et un 
gain de sensibilitC2-6. 

Si la detection par conductimttrie reste encore la plus employee, la dttection 
par chromatographie par detection photomttrique indirecte (IPC) devient de plus en 
plus populaire7. Son principe est base sur la mesure en UV, a une longueur d’onde 
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approprite, de la diminution de I’absorbance initiale de l’tluant due au passage d’ions 
dans la cellule de dttection8*g. Ainsi, il est possible de doser selon le type de colonnes 
et d’eluants, soit les anionslo,” soit les cationsi2. 

Si, dans le domaine de l’analyse cationique de l’eau, cette methode a CtC imme- 
diatement pressentie13 et employeei4, seuls quelques rares travaux portent sur l’ana- 
lyse d’extraits biologiques, tel le serum humain’ 5 ou differents jus de legumes’ 6. Pour 
les stves xylcmiques, l’emploi des methodes classiques de dosages par spectrophoto- 
metric de flamme reste preponderant 17-20. Dans notre laboratoire, la methode de 
dosage au microanalyseur a sonde electronique selon la technique de Roinel”, a et& 
adaptee avec succes par Gartner et al. 22,23 Mais a notre connaissance aucune ap- . 
proche utilisant les technique d’analyses par HPLC n’a et& rtalisee. 

En conditions de cultures normales, les cations presents et analyses dans les 
s&es xyltmiques sont le sodium, le potassium, le magnesium, le calcium, et selon 
l’apport d’azote dans le milieu de culture, l’ammonium. Les mtthodes classiques 
d’analyses cationiques nccessitent souvent un volume de prise d’essai trop important 
par rapport aux volumes exsudes limitant tres souvent les dosages, particulicrement 
pour des plantes mises en conditions de stress (salin, froid ..,). 

Conscients des avantages que procure l’emploi de 1’HPLC pour l’analyse des 
&es xyltmiques24, nous nous sommes inspires des travaux de Sherman et Daniel- 
son14 pour mettre au point une mtthode adapted a notre materiel en vue de dosages 
rtpetitifs et rapides. 

MATl?RIEL. ET MJ?THODES 

instrumentation 
L’appareil d’HPLC utilisi: est un Varian LC 5000, equip& d’une boucle d’injec- 

tion de 10 ~1, et couple a un detecteur Varian UV 100. Un integrateur Varian 4270 est 
utilist pour le tract: des chromatogrammes et le calcul des concentrations. Les separa- 
tions sont realis& sur une colonne ION 210 (Interaction Chemicals, Mountain View, 
CA, U.S.A.), de dimension 100 x 3,2 mm I.D., a temperature ambiante. La phase est 
constitde de particules de 5 pm de r&sine de polystyrene-divinylbenzene greffee de 
ponts sulfoniques. 

Notre dispositif etant p&vu pour des analyses de s&es par injection directe sans 
purification prealable, une prt-colonne (Interaction GC-200) est montte afin de prc- 
server la colonne. 

Pour la verification de la mtthode par HPLC, nous avons dose en parallcle les 
cations des diffcrents types de &es sur un spectrophotometre de flamme IL 4000, en 
emission pour K+ et Na+ et en absorption pour Ca2+ et Mg2+. 

L’ion NH4+ est dose selon la methode de Solarzanoz5 par colorimetrie sur un 
spectrophotometre Lambda 3 (Perkin-Elmer, Norwalk, CO, U.S.A.). Les spectres 
d’absorption sont realists sur le meme appareil couple a un integrateur Shimadzu 
C-R4A (Shimadzu, Kyoto, Japan). 

Les solutions &talons sont preparees a partir de produits Merck pour analyse 
(Darmstadt, F.R.G.). L’Cluant est une solution de Ce3+ [Ce2(S04)3 . 8H2O, Aldrich, 
Gold Label]. Nous utilisons de l’eau bidistillte et de-ioniste sur un appareil Waters. 
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Les solutions sont f&&es sur filtres Millipore (Millipore, Bedford, MA, U.S.A.) 
HATF (hydrosol analysis triton free) de 0,45 pm. 

PrUvements des sdves xykmiques 
Les conditions de culture et de pr&vements des s&es xylCmiques sont celles 

d&rites par Lakhdari 26 Le mat&e1 vCgCta1 choisi est la tomate (Lycopersicon es- . 
culentum Mill.). Les analyses sont effect&es g partir d’un mtlange prklevt sur huit 
plantes poussant dans les mgmes conditions de culture. Les stress appliquts sont le 
froid (10°C) ou un apport de chlorure de sodium (50 mM) dans la solution de culture 
durant 14 jours avant la rkcolte. 

RkSULTATS 

Partant des travaux de Sherman et Danielson14, nous avons dt?fini les condi- 
tions chromatographiques pour l’analyse simultanCe des cations majeurs prksents 
dans les &es xylCmiques de tomate. 

DtQermination des conditions chromatographiques 

Choix des paramttres de d&tection 
Dttermination de la longueur d’onde optimale. L’origine et la qualitt du solvant 

d’elution pouvant intervenir sur le profil du spectre d’absorption en UV, et de ce fait 
nuire g la qualiti de la dCtection par IPC, nous avons jugt n&cessaire de fixer la 
longueur d’onde oti la diffkrence d’absorption entre 1’Cluant pur et en prCsence d’une 
solution de chlorure de sodium est maximale. La Fig. 1 nous montre que, dans notre 
dispositif, c’est d 254 nm que cette diffkrence est la plus grande. 

Sensibilit6 du ditecteur. La dCtection en UV, par rapport & d’autres dCtections 
telle la fluorimitrie, entraine des fluctuations et parfois des d&rives de lignes de bases 
importantes malgrC l’emploi d’un solvant en condition isocratique. Ces fluctuations 
peuvent &tre autant de sources d’erreurs pour le calcul des surfaces des pits dCtect&s. 
Les travaux de Sherman et DanielsonI ont montrt que l’emploi du Ce2(S04)3 
comme solvant d’klution en IPC par rapport au CuS04 permet d’abaisser les limites 
de dktection pour un grand nombre de cations. De plus, les diffirentes analyses de 
s&es xylCmiques que nous avons effectuCes (Tableau I), montrent que les teneurs des 
diffkrents cations sont bien au-deli du seuil de sensibilitk d&fini par ces auteurs. Cela 
nous permet de diluer par dix les exsudats et de constituer pour la suite des travaux 
la solution &talon suivante: NaCl, 1 mM; KN03, 1 mM; MgS04, 0,25 mM; 
CaS04, 0,5 mM. 

En faisant varier la sensibilitk du d&ecteur (0,002,0,005,0,01,0,02 et 0,05 A.U. 
mV- ‘), nous avons constattt qu’au fur et g mesure que la sensibilitk augmente, la ligne 
de base devient de plus en plus instable. Afin d’obtenir une ligne de base qui fluctue 
peu, tout en conservant une bonne inttgration, nous avons retenu une sensibilitt de 
0,Ol A.U. rnV_’ pour la suite des experiences. 

Choix des param2tres sur I’HPLC 
Afin de pouvoir analyser un grand nombre d’Cchantillons, il tttait important 

pour nous de reduire le plus possible la dur&e de l’analyse sans nuire B sa qualit&. Pour 
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Fig. I. Spectres d’absorption d’une solution Ce,(SO,),.8H,O (0,2 mM) sans c--j et avec (- --) NaCl (I 

mM). 

cela, nous avons ktudii d’une part le flux du solvant, d’autre part la concentration en 
Ce3 + dans le solvant. L’influence de ces param&res a &it mesurke par le calcul des 
facteurs suivants: (i) le facteur de capacitt du solutt, k’ = (tR - to)/&, (tR = temps de 
rktention du solutt; to = temps de ritention du pit ntgatif); (ii) le facteur de skpara- 
tion entre deux pits conskutifs, LX = k’,/k’,; (iii) la largeur du pit A mi-hauteur: 

pw1,2, mesurke en secondes. 
Determination duflux. Nous avons test6 diffkents flux pour une concentration 

en Ce3+ de 0 0.5 I mM. Pour ivaluer le temps maximum d’analyse, nous considtrons le 

TABLEAU I 

COMPOSITION CATIONIQUE (mM) DES Sl%‘ES XYLI?MIQUES DE TOMATE SELON DIFFk- 
RENTES CONDITIONS CULTURALES. 

Analyses par spectrophotomttrie de flamme. Les valeurs entre parenthkses donnent les limites de dktection 
(m&4) selon Sherman et Danielson14. 

NU+ K+ Mg2 + cuz + 
/0,175.10-3) !0,5.10-=) 10.25.10-3) fo,2.10-3) 

Tkmoin Traces 17 1,66 2,05 
Froid (10°C) Traces 8,75 1,25 3,87 
NaCl (50 mM) 25,80 21,03 4,42 lo,52 
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TABLEAU11 

BV~L~TIONDESFACTEURS k’ ET~ENFONCTIONDUFLUX 

[Ce3'] = 0,05 mM. GL = k’,/k’,. 

Flux 

(ml min-‘) 
k’, 
iNa- 

k’, 
iK+j 

k’, 
/e? + I 

O,5 0,70 2,31 6;19 16,23 3,30 
O,6 0,71 2,27 5,80 15,21 3,20 
O,7 0,73 2,29 5,20 12,83 3,13 
O,8 0,69 1,79 4,80 12,70 2,60 
O,9 0,58 1,37 4,30 11,30 2,35 
1 0,49 1,lO 3,81 lo,80 2,25 

k’ du calcium qui est le dernier cation Clue. Le Tableau II montre qu’on peut reduire le 
temps d’analyse d’environ 40% en passant de 05 ml min 1 i 1 ml mini i. Cependant 
ce gain de temps se fait au detriment de la qualite de la separation entre K+ et Na+. 
En effet, le calcul des x donne par le Tableau II, montre qu’a partir de 0,s ml min-l, 
les valeurs IX passent de 2,60 a 2,35 ce qui indique une baisse sensible du pouvoir de 
separation de la colonne. De plus, dans le cas de plantes poussant sur des solutions 
salines, les fortes concentrations en sodium attendues (cj: Tableau I) ne peuvent que 
nuire a la separation Na+/K+. Nous choisissons done de nous placer a un flux de 0,7 
ml mini’ qui, tout en reduisant la duree de l’analyse (env. 20%), permet de conserver 
une distance entre les pits Na+ et K+ garantissant une bonne separation ainsi qu’une 
pression raisonnable (72 atm) au niveau de la colonne. 

Determination de la concentration en Ce3+. En chromatographie Cchangeuse 
d’ions, l’elution des cations divalents necessite, par rapport aux monovalents, un 
solvant de force ionique superieure. La Fig. 2 montre que le profil d’elution des pits 
de MgZt et de Ca” est peu satisfaisant (base trop large donnant un aspect de pit 
trainant) a une concentration en Ce 3+ de 0.05 mM. Nous avons augment& la concen- 
tration en Ce3+ dans la phase mobile. Pour en estimer l’influence, nous mesurons 

PW1!2. 

Le Tableau III montre qu’au fur et a mesure que la concentration en Ce3 + 
augmente, le facteur PW 1,2 diminue, signe d’une meilleure Clution. Mais le calcul des 
k’ (cJ Tableau IV) d’apres les chromatogrammes obtenus, denote, pour les concen- 
trations &levees (0,3 et 0,4 mkf), une mauvaise separation entre les monovalents. Par 
contre, la duke de l’analyse est fortement r&luite. Devant cette alternative, nous 
retenons comme concentration en Ce 3+ dans la phase mobile, 0,2 mM, qui represente 
un bon compromis (cJ Fig. 2). 

La solution consistant a faire varier les conditions chromatographiques (flux et 
[Ce3 ‘I) entre le pit de K + et celui de Mg2 ‘, a ete examinee. Mais, dans notre disposi- 
tif, le temps de stabilisation de la colonne s’est avert: trop important pour que l’elution 
du pit de Mg2 + ne soit pas perturbee. 

Choix des paramPtres d’int&ation 
L’experience acquise avec notre materiel, nous a permis de fixer la plupart des 

parametres d’integration sans avoir recours a une mise au point. Ainsi nous avons 
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Fig. 2. Chromatogrammes d’une solution &talon pour une concentration en Ce3 + de 0,05 mM (-) et de 0,2 
mM (- - -). 

TABLEAU III 

WOLUTION DU Pw,,, POUR Ca” ET Mg *+ EN FONCTION DE LA CONCENTRATION EN 
&RIUM 

Flux = 0,7 ml min-‘. 

[Ce3+J Mg** 
fmM) 

ca* + 

0,05 36 96 
0,lO 30 84 
0,20 24 60 
0,30 24 54 
O,‘+O 23 53 

TABLEAU IV 

&OLUTION DES FACTEURS k’ ET il SELON LA CONCENTRATION EN Cl?RIUM 

Flux = 0,7 ml min-‘. CI = k’,/k’, 

fCe3’J k’, k’2 

CmMi iNa+) iK+j 
k’, 

iMg*+) 
k’, G! 

iCal+) 

0,05 0,73 2,29 5,20 12,83 3,13 
0,lO 0,74 2,31 4,60 II,60 3,12 
0,20 0,76 2,52 4,08 IO,00 3,31 
0,30 0,73 2,04 3,90 9,70 2,79 
O,40 0,73 I,84 3,6O 9,50 2,52 
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programme: attenuation, AT = 0,5; vitesse de deroulement du papier, CS = 0.5 cm 
min-‘; pits marqueurs, PM = 1; rapport hauteur/largeur pits, PW = 1; auto-z&-o, 
AZ = 1; mtthode de calcul, MN = 0. 

Cependant, la presence d’un pit ntgatif due d I’tlution des anions d’accompag- 
nement, nous a conduit a examiner l’influence du parametre NP (negative peak) sur le 
calcul des aires. En effet, la programmation de ce parametre (NP = 1) ne fait dtbuter 
le calcul de l’aire qu’une fois la ligne de base franchie. Par contre, en NP = 0 (valeur 
par dtfaut), l’integration commence au depart du pit, m&me si celui-ci n’est pas visible 
sur le trace. 

Afin d’tvaluer l’importance de ce facteur, pour chacun des cations, nous avons 
effect& une regression lineaire du type: aire du pit = f(concentration). Les coeffi- 
cients de correlation obtenus (cf. Tableau V) nous montrent que la progammation 
NP = 1 ne peut pas Stre utilisee dans le cas du sodium. 

Application au dosage des s&es 

Etude qualitative 
Now avons examine trois types d’exsudats xylemiques, recoltes a partir: de 

plantes temoins, de plantes soumises au froid (T = 10°C) et de plantes soumises a un 
stress salin ([NaCl] = 50 mM). Les exsudats sont dilues par dix avec de l’eau bidistil- 
l&e, et inject&s directement. La Fig. 3 montre que les traces obtenus a partir des s&es 
sont de qualite comparable a celui de la solution &talon. De plus dans le cas des 
plantes stress&es (Fig. 3 c et d), il apparait un pit nouveau que nous avons identifie 
comme ttant de l’ammonium, preuve d’une modification du metabolisme azote en 
relation avec le stress. Nous avons done modifie la solution &talon en incorporant 1 
mM de NH4N03 et vtrifie que les reglages difinis precedemment sont valables. Le 
chromatogramme de la solution etalon definitive est donnt par la Fig. 4. Nous remar- 
quons Cgalement (cJ Fig. 3b) la presence d’une pit de Na+ dans des s&es de plantes 
cultivees en absence de NaCl, due en partie a l’ajustement du pH des solutions 
nutritives avec de la soude. D’autre part des contaminations semblent inevitables au 
tours des differentes &tapes de la culture. 

Validitk de la mkthode 

Pour verifier la reproductibilite d’une analyse sur l’autre, nous avons procede a 
trois injections consecutives de la solution &talon definitive. Les pourcentages de 
deviation standart relative pour chacun des cations sont: Na+, 2,85%; NH4+, 0,95%, 

TABLEAU V 

COEFFICIENTS DE CORRBLATION ENTRE DIFFERENTES CONCENTRATIONS EN 
CATIONS ET LEURS AIRES AVEC OU SANS LE FACTEUR NP 

NP = 0 NP = 1 

Na+ 0,997 0,754 
K+ 0,999 0,996 
Mg* + 0,993 0,994 

Ca* + 0,998 0,997 
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Fig. 3. Chromatogrammes d’une solution &talon et de diffkents khantillons de s&w. (a) Etalon; (b) 

tkmoin; (c) froid, 10°C; (d) NaCI, 50 mM. 

K+, 2,42%; Mg , , ‘+ 1 25%; Ca’+, 2,54%. Ces valeurs, toutes inferieures A 3%, now 
assurent d’une bonne reproductibilitt des analyses, ce. qui nous permet de comparer, 
sur nos differents echantillons de s&es, des dosages effectues par cette nouvelle me- 
thode avec ceux realists par les methodes classiques. Celles-ci necessitant des volumes 
de prise d’essai importants, nous avons melange les s&es de plantes d’un meme milieu 
de culture. Chaque 6chantillon ainsi obtenu est dose a la fois sur HPLC et par spec- 
trophotomttrie avec trois repetitions. 

Nous avons compare les deux methodes en utilisant le Test de Moyenne de 
Student*‘. Les rtsultats consign&s dans le Tableau VI montrent que les deux me- 
thodes sont comparables au seuil de 5%. 

DISCUSSION 

Nous venons de demontrer que l’utilisation de 1’HPLC pour le dosage des 
cations dans les s&es xylemiques donne des resultats equivalents en qualite B ceux 
obtenus par les mtthodes spectrophotometriques. De plus, la methode que nous 
venons de dtcrire possede certains avantages qui, dans le cas de l’analyse des &es, 
nous semblent prepondtrants. Ce sont: (i) une injection directe de l’echantillon sans 
preparation; (ii) un volume d’injection faible (10 ~1); (iii) le dosage simultane des cinq 
principaux cations au tours d’une m&me analyse. Grace a cela, des bilans cationiques, 
plante par plante et sur un grand nombre d’individus, sont rtalisables, ce qui est d’un 
grand intCr2t pour des etudes physiologiques. 
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Fig. 4. Chromatogramme de la solution &talon difinitive 

TABLEAU VI 

COMPARAISON STATISTIQUE SELON UN TEST “t” DE STUDENT ENTRE LES DEUX TECH- 
NIQUES DE DOSAGES CATIONIQUES UTILISEES 

Les valeurs entre parentheses reprtsentent les &arts types. 

HPLC lIPC) Spectrophotomktrie 

Tt!moin Froid 

(WC) 
NaCl 

(SO mMJ 
Tkmoin Froid 

(WC) 
NaCl 

(50 mM) 

Na+ 

NH4+ 

K+ 

Mg2 + 

Ca* + 

Traces 

Traces 

16,98 

(0,601 
1,70 

(0,05) 
2,13 

@,08) 

Traces 

1,53 

(0,071 
8,72 

(0,131 
I,30 

@,05) 
3,82 

(O,ll) 

29,06 

(0,331 
4,89 

(0,351 
20,53 

(1Jw 
4,48 

(0,071 
10,95 

(0,241 

Traces 

Traces 

17.00 

(0.75) 
1,66 

(0.05) 
2,05 

(0,081 

Traces 

1,40 

@JO) 
8,75 

(0,311 
1,25 

(0,08) 
3,87 

(0,301 

25,80 

(2,071 
4,54 

(0,371 
21,03 

(1,671 
4,42 

(0,191 
IO,52 

(0,551 
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Cependant la detection par IPC en UV, m$me si elle est plus sensible que la 
conductimttrie, est plus delicate a maitriser et plus onCreuse3. En effet, le systtime est 
parfois long a se stabiliser. Aussi, plutot que des utilisations ponctuelles, nous re- 
commandons de travailler par grandes skies. Ceci est d’autant plus concevable que le 
dispositif d’analyse peut etre aisement automatise. Nous avons tgalement remarque 
que la phase employee, &sine avec des ponts sulfoniques, est plus fragile que les 
phases classiques a base de silice greffee, d’oti une duke de vie de la colonne plus 
courte, malgrt de nombreuses precautions. 

CONCLUSION 

La mtthode que nous venons de d&ire, possede les avantages requis pour se 
substituer aux methodes classiques d’analyses cationiques, notamment dans le cas des 
kchantillons de faible volume. Bien que l’analyse des s&es xylemiques au micro- 
analyseur a sonde ilectronique necessite des volumes d’echantillons tres faibles (de 
l’ordre du nl) et se prgte tgalement a des analyses en serie, la preparation est trop 
complexe et trop longue pour envisager son application dans le cas d’analyses de 
routine. De plus, les rtcents travaux que nous avons effectues dans notre laboratoire 
sur l’analyse par HPLC des anions et des acides organiques des s&es xylemiques 
(resultats non publies), ainsi que nos prktdents travaux sur l’analyse des acides 
aminis24, nous permettent maintenant de realiser des bilans ioniques complets avec 
une prise d’essai minimale. D’autre part, ces techniques ne se limitent pas aux s&es, 
mais leur emploi peut-etre envisagt dans d’autres domaines (analyse des eaux, de 
liquides biologiques entre autres). 

RESUME 

Nous decrivons une methode pour l’analyse simultante par chromatographie 
liquide haute performance des cations majeurs des s&es xylemiques. Pour rkduire le 
temps d’analyse et ameliorer la skparation entre les pits, nous avons determine le flux 
et la concentration en Ce3+ dans la phase mobile en utilisant les grandeurs fonda- 
mentales: k’, 01 et PWij2. Nous avons test& ces nouvelles conditions dans le cas de 
l’analyse des seves xylemiques. La reproductibilite de cette mtthode a tte vtrifite. La 
comparaison avec les methodes classiques de spectrophotometrie de flamme ne donne 
aucune difference significative. Les avantages et les applications possibles de cette 
technique sont discutts. 
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