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pour le dosage de l'acide abscissique: 

Application a la vigne 

par 
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Use of dialysis and high pressure liquid chromatography for determination of 
abscisic acid: 

Application to grapevine 

Summa r y : A method for ABA extraction using dialysis together with high pressure liquid 
chromatography (with a short reverse phase column, C18 - 3 µm) obviously improves the condi­
tions of ABA and ABA-GE analysis in different organs of vine. T he most obvious improvement is 
the reduction of chromatographic run time to 3 min without any loss of efficiency. Besides saving 
time, reproducibility of results shows that the proposed method is really suitable for routine ana­
lysis. 
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Introduction 

Une analyse quantitative correcte de l'acide abscissique (ABA) et de ses diffe rents 
metabolites ne peut etre realisee avec la meme methode. Le protocole que nous avons 
mis au point pour la determination de l'ABA et de son ester de glucose (ABA-GE) a ete 
decrit dans un travail precedent (BROQUEDIS 1983). Ce protocole derive des methodes de 
MILBORROW (1967) et de DüRING (1977) pour l'ABA libre, et de celles de MILBORROW 
(1970) et de BuLARD et al. (1974), pour l'ABA lie. II s'agit d'une methode fiable mais lon­
gue. Nous avons cherche a l'ameliorer en eliminant certaines manipulations de fac;:on a 
reduire au maximum !es pertes eventuelles et en utilisant une colonne courte pour 
diminuer le temps necessaire aux analyses chromatographiques. 

Extraction de l'ABA et de l'ABA-GE 

Le broyage des echantillons lyophilises ( en presence de methanol a 80 % ), la filtra­
tion de la Solution obtenue et l'evaporation SOUS pression reduite de l'alcool afin qu'il ne 
subsiste que la phase aqueuse du filtrat, sont effectues selon le protocole deja signale 
en 1983. La totalite de l'ABA et de l'ABA-GE se trouve dans la phase aqueuse ainsi 
obtenue. 

1. In teret de l a dial yse 

L'interet essentiel de cette technique, appliquee pour Ja premiere fois par Lrn et 
TILLBERG (1983) a Zea mays L. et Beta vulgaris L., est de supprimer la p remiere extrac­
tion a J'ether ethylique , teile qu'elle a ete signalee en 1983 (Fig. 1), ainsi que !es phases 
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d'agitation et de decantation qui sont longues et susceptibles de retenir une quantite 
non negligeable de l'ABA. 

a) Caracteristiques du tube a dialyse utiJise 
Co m p o s i t i o n : Le tube a dialyse est en celluJose; sa paroi contient des composes 
sulfures (0,1 % ) et un peu de gJycerine necessaire a sa conservation. Avant de l'utiliser, 
iJ est donc indispensable de le Javer a l'eau distillee. 
P e r m e a b i J i t e : Le diametre moyen des pores de Ja paroi celluJosique du tube est 
de 24 A. II est donc permeable a l'eau et aux molecules de faible poids moleculaire, mais 
pas aux macromoJecuJes de poids moleculaire superieur a 6000 (proteines). 

Refrigerant - - -
C-10"CJ 

Extracteur - -

Ether __ _ 

Tube de verre - - -

Echantillon + eau __ _ 
(350 mlJ, pH =3 

Verre fritte - - -

,- - -Bain-marie (40"CJ 

Fig. 1: Extracteur pour solvants legers utilise pour l'extraction de l'ABA par l'ether ethylique. 

Low-boiling solvent type extractor used for extraction of ABA by ether. 

b) Mode operatoire 

L'extrait aqueux (70 ml) recueilli apres l'evaporation du methanol est introduit 
dans une eprouvette a dialyse (Jongueur : 27 cm, diametre: 4 cm). Son pH est ajuste a 2,5 
avec une solution d'acide phosphorique (H3P04 a 2,8 M). On ajoute ensuite 140 mJ 
d'ether ethylique contenant 10 mg J- 1 de BHT (2,6 di-t-butyl-4-methyl phenoJ) (Fig. 2). 

Un tube a diaJyse, de 23 cm de longueur et de 2,38 cm de diametre, contenant 30 mJ 
d'une soJution basique de phosphate dipotassique (K2HP04 a 0,5 M), est pJonge dans Ja 
phase etheree de fac;on que cette solution basique soit completement immergee dans 
l'ether. L'extremite inferieure du tube .a. dialyse est maintenue a 2 cm du niveau de Ja 
phase inferieure. 

La dialyse s'effectue a l'abri de Ja Jumiere et SOUS agitation magnetique pendant 
20 h . Au debut, essentiellement pendant Ja premiere heure, une legere diffusion de Ja 
solution basique se produit, ce qui provoque Je passage d'une petite quantite de cette 
solution a travers Ja membrane du tube a dialyse; Je pH de Ja phase acide inferieure 
contenant l'extrait se trouve donc modifie. II est alors necessaire de reajuster Je pH de 
cette phase a 2,7 au bout d'une heure d'extraction. A Ja finde Ja dialyse Je pH est voisin 
de 3,0. 
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Dans ces conditions, on realise un systeme d'extraction a 3 phases contigues non 
miscibles: Ja phase aqueuse inferieure, acide (pH = 2,5), ou se trouve l'ABA et l'ABA­
GE a extraire, la phase etheree, intermediaire et Ja phase basique superieure (pH = 

9,0) contenue dans Je tube a dialyse. La dialyse va donc s'effectuer entre cette phase 
basique et Ja phase etheree par l'intermediaire de Ja paroi poreuse du tube a dialyse. 

Au cours de l'extraction, !es acides "!ihres, solubles dans l'ether, se trouvant dans Ja 
phase aqueuse inferieure, ont la possibilite de migrer et de s'accumuler dans Ja phase 
etheree (cas de l'ABA libre), ils passent ensuite dans Ja phase superieure ou ils sont 
attires et bloques en raison de son pH basique. 

Apres Ja dialyse, l'extraction a l'ether de l'ABA libre contenu dans Ja Solution basi­
que obtenue, sa purification et son evaporation a sec sont realisees selon le protocole 
decrit en 1983. 

La fraction aqueuse acide, que l'on recupere quand Ja dialyse est terminee, ne con­
tient plus d'ABA libre mais il reste Ja totalite de l'ABA-GE. Elle est alors soumise a une 
hydrolyse menagee en milieu basique (pH 11,5), pendant 20 h a 40 °C, afin de separer 
l'ABA du glucose. Selon BARTHE (1983), l'hydrolyse pratiquee de cette fai;:on donne Je 
meilleur rendement et presente aussi l'avantage de ne pas affecter l'autre forme impor­
tante d'ABA lie, l'ABA-GS, identifiee en 1981 par IOVEYS et MILBORROW. 

La solution hydrolysee, dont Je pH est ajuste a 3,0, est clarifiee avec 5 g de PVP 
avant de subir une nouvelle dialyse pour extraire l'ABA libere et l'extraction se pour­
suit alors comme precedemment pour l'ABA libre (Fig. 3). 

Eprouvette - - - -

Tube ä dialyse - - -- - _ 

Barreau aimante ______ --= 

- - ---Ether C140mll 

ä 0.5 M (30 mlJ 

- - , -Echantillon + eau (70 mll. 
pH=2.4 ou 2.7 

Fig. 2 : Dispositif experimental de Ja dia lyse. 

Device for dialysis . 

2. Reproductibilite de la methode et taux de recupera­
tion de l'ABA 

La reproductibilite de la methode a ete etudiee sur differents organes de la vigne. 
Quand on realise 10 extractions a partir d'un meme echantillon homogene, Ja diffe­
rence qui apparait entre !es deux resultats !es plus divergents ne depasse jamais 6 % . 

Selon LIU et TILLBERG (1983), la concentration de la solution alcaline dipotassique a 
une influence sur Je taux de recuperation de l'ABA. Avec une solution alcaline a la con-
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j 
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C2x Ether) 
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i 
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i . 
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lt. .. ..... .. .. .. ·; 
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: ... „ . .... .i 
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li 
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jj 
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pour 
H PLC 

Extraction ABA libre : 
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······· ·· ············•>-

Fig. 3: Protocole d'extraction de l'ABA et de l'ABA-GE. Les fleches indiquent !es modifications 
apportees a Ja methode decrite en 1983. 

Process used for ABA and ABA-GE extraction. The arrows point to the improvements of the 
method described in 1983. 
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centration de 0,005 Met en ajoutant une quantite connue de 2-14C-ABA, ces auteurs ont 
obtenu un taux de recuperation de l'ABA incorpore superieur a 50 % a la fin de la dia­
lyse. 

Dans nos conditions experimentales, en utilisant une solution dipotassique a 0,5 M, 
on recupere environ 50 % de l'ABA apres 2 h de dialyse et 78 % en fin d'extraction. 

E 
c: 
V 
LlJ 
N 

0 
ci 

0 

ABA 

5 10 15 

ABA 

® 

® 

20 min 0 2 3 min 

Fig. 4: Analyse chromatographique de l'extra it obtenu par dialyse d'un echantillon de pepins de 
Cabernet Sauvignon. - A : Chromatogramme de l'extrait, realise pa r HPLC avec une colonne clas­
sique (25 cm, C18, 5 µm). B: Chromatogramme du m€,me extrait obtenu avec une colonne courte 
(3 cm, C18, 3 µm). a et b: Chromatogrammes correspondants de l'etalon externe de ( + )-ABA (Fluka), 

a 5 µg mJ - 1 dans du methanol. 

HPLC analysis of an extract obtained by dialysis from Cabernet Sauvignon seeds. - A: Total chro­
matogram of the extract using a conventional column (25 cm, C18, 5 µm) . B : The same extract an aly­
sed with a short column (3 cm, C18, 3 µm). a and b: The corresponding chromatograms of the exter-

nal standard, ( + )-ABA (Fluka), 5 µg mJ- 1 in methanol. 
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Dosage de l'ABA et de l'ABA-GE 

Les analyses chromatographiques ont ete effectuees par HPLC, avec un appareil­
lage Spectra Physics comprenant un chromatographe SP 8100, un detecteur SP 8400 et 
un integrateur-calculateur SP 4100. 

1 . Interet et performances d ' une colonne courte 

Une teile colonne contenant une phase inverse a haute performance permet de 
reduire considerablement la duree de Ja chromatographie, de diminuer de fa!;on appre­
ciable Ja consommation de solvant et cela sans perte d'efficacite. En outre, avec ce type 
de chromatographie ultra-rapide la stabilite des temps de retention est amelioree et Ja 
pression en tete de colonne, pour un debit donne, est plus basse que pour une colonne 
classique, ce qui reduit le travail de 'la pompe a solvant. II faut signaler enfin, que le 
temps necessaire pour equilibrer ce type de colonne est court, ce qui peut faciliter l'uti­
lisation d'un gradient d'elution. 

La longueur de la colonne (3 cm) et la qualite de sa phase stationnaire (C18 -

3 µm), permettent de reduire le temps total de Ja chromatographie de plus de 20 min, 
par rapport a une colonne classique (25 cm). Dans nos conditions experimentales, Ja 
duree de Ja chromatographie passe de 25 min a 3 min, et Je temps de retention du ( + )­
ABA passe de 16,10 min a 2,02 min (Fig. 4). 

2. Colonnes utilisees et conditions chromatographiques 

a) Colonne courte classique 

Phase stationnaire: Pecos sphere C18 Lichrosorb RP 18 
Diametre des particules: 3µm 5µm 
Longueur: 3cm 25 cm 
Diametre interieur: 4mm 4mm 
Temperature: 30 °C 35 °C 

b) Phase mobi Je 

Composition: eau 67 % 70 % 
methanol 28 % 25 % 
ac. acetique 5% 5% 

Debit: 1,5 ml·min - 1 1,5 ml·min - 1 

c) Detecteur 

Longueur d'onde: 254 nm 254nm 
Sensibilite: 0,08 AUFS 0,02AUFS 

d) Integrateur 

Vitesse du papier : l min·cm- 1 4 min ·cm- 1 

e) Injecteur 

Volume injecte: 10 µl 10 µl 

3 . Remarque 

Pour que l'efficacite de la colonne courte soit optimale, il est indispensable que !es 
conditions experimentales suivantes soient realisees: Je temps de reponse du detecteur 
ne doit pas depasser 0,8 s et le volume de la cellule de detection doit etre Je plus reduit 
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possible. En outre, il est necessaire d'eliminer pratiquement tous !es volumes morts qui 
peuvent exister dans Ja liaison de l'injecteur a Ja tete de Ja colonne d'une part et de Ja 
sortie de Ja colonne a Ja cellule du detecteur d'autre part (diametre interieur des tubu­
lures 0,007 inch}. 

Dans nos conditions chromatographiques, afin d'eviter une eventuelle diminution 
de Ja sensibilite provoquee par Ja production d'ozone due au rayonnement UV traver­
sant Ja cellule du detecteur, celle-ci etait constamment maintenue sous atmosphere 
d'azote. 

4. Seuil de sensibilite 

Les resultats obtenus avec !es deux colonnes, courte et classique, montrent que les 
seuils de sensibilite, calcules a partir d'une hauteur de pic de ( + )-ABA etalon super­
ieure a 3 fois l'amplitude du bruit de fond du detecteur, sont voisins de 1 ng, avec un 
leger avantage pour la colonne courte. 

Comparaison des resultats obtenus pour le dosage de l'ABA et de l'ABA-GE dans !es differentes 
parties de la baie de raisin a maturite en utilisant une colonne courte et une colonne classique . Les 

valeurs mentionnees representent, pour chaque echantillon, Ja moyenne de 4 extractions 

Comparison between ABA and ABA-GE contents from the different parts of the mature grape ber­
ry using a short and a conventional column . The values given for each sample are averages from 

4 extractions 

ABA Ütg/100 g MS) ABA-GE (µg/100 g MS) 

Colonne Colonne Colonne Colonne 
courte classique courte classique 

Pellicules 56,3 ± 1,6 54,9 ± 1,6 21,3 ± 0,6 20,3 ± 0,6 

Pulpes 21,1 ± 0,7 20,2 ± 0,7 96,5 ± 3,3 94,2 ± 3,3 

Pep ins 54,6 ± 1,0 52,2 ± 1,0 56,2 ± 1,1 55,4 ± 1,1 

Application aux baies de raisin 

Les deux colonnes, courte et classique, ont ete utilisees pour determiner, a partir 
des memes extraits, les teneurs en ABA et en ABA-GE des differentes parties, pellicu­
les, pulpes et pepins, des baies de Cabernet Sauvignon. Les resultats obtenus, donnes 
dans Je tableau montrent que, dans !es conditions experimentales decrites, l'efficacite 
de Ja colonne courte est au moins egale a celle de la colonne classique en un temps 
8 fois plus court. 

En definitive, les deux modifications apportees, l'extraction par Ja dialyse et la 
chromatographie ultra-rapide a l'aide d'une colonne courte a haute performance, sont 
donc tout a fait adaptees aux analyses de routine et permettent, en outre, un gain de 
temps, une bonne reproductibilit~ et une economie de solvants appreciables. 
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Une methode d'extraction de l'ABA faisant intervenir la dialyse et l'analyse chro­
matographique ultra-rapide par HPLC (utilisation d'une colonne courte avec une phase 
inverse C18 - 3 µm) ont permis d'ameliorer nettement !es conditions du dosage de 
l'ABA et de l'ABA-GE dans differents organes de la vigne. La reduction a 3 min de la 
duree de la chromatographie, sans perte d'efficacite, constitue l'amelioration Ja plus 
spectaculaire. Outre le gain de temps, la reproductibilite des resultats obtenus montre 
que cette technique est tout a fait adaptee aux analyses de routine . 
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