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Electrophorése capillaire :

notions fondamentales 5=
Arne Wilhelm Kaurin Tiselius

“for his research on electrophoresis and
adsorption analysis, especially for his

Séparation de protéines discoveries concerning the complex

nature of the serum proteins”

dans le sérum humain

Contact : Yannis FRANCOIS, Lab. de Dynamique et Structure
Moléculaire par Spectrométrie de Masse, institut de Chimie, 1
rue Blaise Pascal, 67000 Strashourg

email: yfrancois@unistra.fr

d'aprés J.L. Veuthey, Univ. de Genéve

Une grande famille

Séparation de protéines Electrophorése
par électrophorese sur papier
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S. Hjerten : capillaires de 300 um i.d. | | | |
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... ETLASUITE

J. Jorgenson : capillaires de 75 pm i.d.

d'aprés J.L. Veuthey, Univ. de Genéve

Plan du cours Une technique séparative

HPLC CE

1.1 Mobilité électrophorétique soluté

1.2 Phénomene d’électroosmose
7 N\

phase phase § .
2.1 Efficacité mobile < stationnaire Pas de phase stationnaire

2.2 Résolution
@ instrumentation : pas de pompe, pas de vanne d’injection

>MINIATURISATION
faibles volumes d’échantillon, d’électrolyte
»>couT

4.1 Injection EFFICACITE de séparation élevée

4.2 Détection

4.3 Mesure des surfaces de pics
® taible SENSIBILITE DE DETECTION



Introduction électrophorése capillaire

Principe
A
| ;
+
=

Electrophorése

o
|

Générateur de tension

Fg: force électrique

qE

6mnr

CATHODE

Fe=qE

q: charge de I'ion
E: champ électrique

Dispositif expérimental

capillaire
- cap

n détecteur -
électrodes
de platine —
o~
L
réservoirs ? ?'
d’électrolyte [ESENCN

générateur haute tension

Capillaires conventionnels : silice
longueur : 20 - 100 cm
diamétre interne : 20 - 100 um

Différences de potentiel : 10 - 40 kV
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Electroosmose

Neutralisation par les ions
de signe opposé de

I'électrolyte
|
DOUBLE COUCHE

Surface du capillaire chargée +

Origine du phénomeéne : orientation des molécules différente
» alinterface solide/liquide : ions adsorbés a la surface

» au sein de la solution : ions distribués en fonction des charges
électriques et de I'agitation thermique

» déplacement du solvant qui a lieu sous I'effet de I'application
du champ électrique
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L’ELECTROPHORESE peut donc séparer :
» des molécules portant des CHARGES DIFFERENTES,

» des molécules portant des CHARGES IDENTIQUES
mais de TAILLES DIFFERENTES.

DOUBLE COUCHE : le modéle de STERN

électroosmose
—_
@ €]
S} sein dela
+ @ ° @ @ @ - solution

PE® @ @ @ @ ®@
020 @ 09 oo
® @ elo)e) ®F @

silanols de surface

couche diffuse

distance

1/x

potentiel




Flux électroosmotique

La chute de potentiel dans la double couche détermine la
vitesse de déplacement du solvant :

V= _StE -_—

4mn

¢ : potentiel zéta
¢ : constante diélectrique du milieu

T : viscosité de la solution

Ordre de grandeur : de 0,1 & 1cm.s™ pour des champs de l'ordre
de 1500V.cm™.

Mesure des mobilités

-

temps

t to

!

t=L 4V app=L o/ (Mapp-E)
=Ld-Lt/(|Jeo+uep)-V

Profils d’écoulement

HPLC

FLUX HYDRODYNAMIQUE : profil parabolique

POMPE ﬂ.... . :.. .
.... 009 0%

CE FLUX ELECTROOSMOTIQUE : profil plat

C EFFICACITE ELEVEE
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BILAN

Happ = Heo + Hep

» capillaire de silice:

Heo

Efficacité de la séparation

C Elargissement de bande selon le modéle de Van Deemter

s'exprime en termes de hauteur équivalente a un plateau théorique (H) :

H=X+B/u+ QU \/

oY

Diffusion moléculaire (B)
fonction a la fois du soluté et de la phase mobile
Transfert de masse (C)

influencé par le coefficient de partage et donc la solubilité relative du soluté
dans la phase stationnaire

Influence du pH sur la paroi du capillaire

Capillaire de silice
pl~

Moo (x 108 m?V-ist)

pH

Comment jouer sur le parameétre peo
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Modification de la surface interne du capillaire Amino « quenchers » : surfactants

- GHy
NP

CHg
CTAB
» Présence d'additifs dans I'électrolyte
» Greffage chimique
1- activation de la silice par un réactif de silanisation Cis Cis Ciq Ci
2- greffage par des groupements fonctionnels
concentration (M)
» Immobilisation thermique pour =0 810°  7.10° 510* 2510°

Effet de la longueur de la chaine hydrocarbonée sur le potentiel ¢ du quartz
en présence de solutions d'acétate d'alkylammonium

BILAN

Amino « quenchers » : polyméres polycationiques

Happ = Heo + Hep

?Ha 2Br- (‘3“3
N'—(CH2)s—N"—(CHy)s

: » surface chargée positivement

TR ESTIRRIYY

Heo  Hep '

Heo Hep

Heo .
—

Greffages permanents Modifier la surface, COMMENT ?

- Par liaison covalente Silylation Table 1. Comparison of separation efficiencies for different " i Lz 1m, 25 pm i.d
Y capillary coatings® J] b e e
qom, Feonites ar oy M HCOOH, 20 pg inj.
e o
c""“’?"‘C“”""'CH"CQ?*’ 1 Leu-enkephalin 556 02000 185000 332000
OCH; 2 Glu-Fibrinogen 786 3W000 183000 380000
3 Substance oy S48 76000 248000 505000 st
7-GPTMS 4 Cholecystokinine 418 49000 273000 312000 - r
5 Substance Py, 553 20000 335000 355000 b ’
. ) P 6 Angiotensin | 433 31000 230000 237000 24
Silylation et polymérisation 7 Valylip Angiotensin [l 442 26000 152000 152000 e t |y
- 8 482 B0000 111000 256000 | . ]
i 9 PGl MBF,,, 450 18000 268000 288 000 | H N
o [, | |
wod e e, T
MAPS Acrylamide -
. i . . n - ROQ 3 |
- Par immobilisation thermique  Alcool polyvinylique (PVA) . | I
. | i |
Hydroxypropylméthylcellulose (HPMC) | [ s |l

Insolubles dans les solutions aqueuses aprés chauffage SaT

Rapid Commun. in M. pectrom., 1997, 11, 307



AMELIORER LA SELECTIVITE

Composition de MEKC

I'électrolyte \ /

EKC:
Solvants non-aqueux «—— - —— cyclodextrines,...

PAGE Electrochromatographie
(CEC)

Facteurs affectant la mobilité électrophorétique

B o+ : modification de l'intensité de la charge portée par
les especes

B composition ionique de | électrolyte @ influence sur les
interactions entre les groupements ionisables des solutés
et les ions de I'électrolyte (Na*, Ca2*, Mg?*, Cl, PO,3, ...)

] ajout de modificateur organique

. température

Notions de pK,

LHe HY + L
L
avec pK,= pH - log Q)
[HL]
, _ charge ot ®
08 -
.

06
04
02

o o0® |
Ps pKd  pKa2 Ky pKa2 pKed  pass
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Facteurs affectant la mobilité électroosmotique

B Composition de I'électrolyte : nature et concentration des ions,
pH, solvants organiques

[l Nature du capillaire

[l Température

Influence du pH sur la paroi du capillaire : peo

Capillaire de silice

Peo (x 108 miV-ist)
o

BH

augmentation de o

Tampons couramment utilisés en électrophorése capillaire

Solution tampon pK

Phosphate 212-7.21-12.32
Citrate 3.06-4.74-5.40
Formate 3.75

Succinate 4.19-5.57
Acétate 4.74

Borate 9.24

Tampons zwitterioniques

MES 6.15
HEPES 7.55
TRIS 8.30



Influence de la force ionique

o : densité de charge a la surface du capillaire
1 : viscosité de la solution

8 : épaisseur de la double couche

C 8= K.(eT/EC,z2)2

Influence du modificateur organique

Polaires (¢ >30) Apolaires (¢ <30)
Protiques Aprotiques Protiques Aprotiques
ACN
Eau EtOH THF

DMF

MeOH ProH Dioxane
DMSO

> Influence la mobilité et/ou les constantes de dissociation (pK,, paires

d’ions,...)

Influence du modificateur organique

o 10° 7
1 181 o
msh el T,
14 Y .
.
12 . .
1
. .
08 .
am
06 .
4 -
04 a L]
02 a,
0
0 0 4 & &
% uv
n(m“klu'“m " Solvants polaires (ex : eau): potentiels ¢ qui peuvent
s PR atteindre 100mV.
@ . .
. a . Solvants apolaires (ex : heptane): pas de potentiel g,
s o sauf en présence d'additifs
. .
5 . .
o ot e, . - Augmentation du pourcentage de modificateur
° MR organique
0
)
%ou

4 pMsO  Macétone @ ACN ACN < acétone < MeOH < EtOH, PrOH < DMSO

Influence de la force ionique

8 = K.(eT/ZCzA)?

lorsqu’on augmente la concentration de I'électrolyte

>

Tampon phosphate
(0.025-0.2M, pH 2.4),
V: 30 kV, Ld: 0.5 m.

: Bradykinin

© Anglotensin II
TRH

LHRH
Bombesin,
Leu-enk
Met-enk.

: Oxytocin

: Dynarphin

weNAnAWNe

Tech. Prot. Chem. II, 3-19 (1991)

] St Capillars o z00m
L WL 2R
gl A T

| f! , n 0.150M

ABS 8L
L™
NIy W
U Wi
o MLE o O e
e -

Influence du modificateur organique

Solvant Cations Anions
Eau ++ ++
Méthanol +- ++
Ethanol - ++

Acétonitrile --

Reégles générales :

On a DIMINUTION de la mobilité électroosmotique :

v lorsqu'on diminue le pH

» diminution de o

v lorsqu’on augmente la concentration de I'électrolyte

» diminution de &

v lorsqu’on augmente le pourcentage de modificateur organique

» diminution de

ACN < acétone < MeOH < EtOH, PrOH < DMSO

07/09/2017



AMELIORER LA SELECTIVITE

Composition de

I'électrolyte
EKC:
Solvants non-aqueux «—— — .+ cyclodextrines,...

PAGE Electrochromatographie
(CEC)

MEKC

Séparation de molécules neutres

> Mobilité non affectée par la présence d’un champ électrique

> Co-élution de toutes ces molécules avec le flux électroosmotique

Stratégies :
1. Formation de complexes chargés

ex : composés faiblement hydrophiles en présence de tetrahexylammonium (THA*)
S+ THA* === S(THA)*
S(THA)* + THA* === S(THA),2*
ex : catéchols en présence d’acide borique

2. Micelles ioniques

»le plus couramment utilisé

Chromatographie électrocinétique micellaire

Veo = Meo E vitesse d'écoulement électroosmotique
Vop = Mep E vitesse de migration électrophorétique
V' = (Mgo + Mep) E vitesse de migration apparente

Chromatographie électrocinétique

= technique séparative qui allie des phénomeénes de type :
> électroosmose
> électrophorése
» chromatographie

c Partage phase mobile/ phase « stationnaire » du soluté

c Mécanismes engendrés par 'ajout dans I'électrolyte
d’une pseudo-phase stationnaire

=)  Pas de développementinstrumental différent

) l Séparation des molécules neutres

Chromatographie électrocinétique micellaire

Surfactant CMC(10 3 M) a 25°C dans | ’eau
Sodium dodecylsulfate (SDS) 8.1

Sodium tetradecylsulfate (STS) 2.1 (50°C)

Sodium N-lauroyl-N-methyltaurate (LMT) 8.7

Sodium cholate 13-15

Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) 0.92

Chromatographie électrocinétique micellaire

+ T -

o R
A o~
() ﬂv

Vepme O3
= GS%% o é gfbé
€

a9
Ega

' = composé neutre a séparer = micelle
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injection

détection

micelle
libre

soluté eau

micelle libre

*,—,—y—» temps de migration

>

tme

to< tg <tn. » Fenétre de détection

Pseudo-phases utilisées en MEKC

Micelles anioniques
alkylsulfates, alkylsulfonates (C1g-C1g)
sels biliaires (cholate, taurocholate)
N-dodecanoyl-acide aminé

alkyltriméthylammonium (C10-C1g)

lles mixte:
octylglucoside - borate
SDS - N-dodecanoyl-acide aminé
SDS-Brij 35

Micell lymérisées
poly(N-undécylényl-L-valinate)

DETECTION

LES PLUS COURANTS:

» détection UV

Polyméres ioni

méthacrylique

triméthylammonium

Microémulsions
tampon aqueux (86,6-91,1%)-SDS (6-1,5 %)-1-butanol
(6,6 %) heptane, hexane, cyclohexane ou diéthylether
(08 %) (plp)

Cyclodextrines ionisées

Dendriméres
polyamidoamines

» détection par fluorescence

» détection par spectromeétrie de masse

Détection
OFF-COLONNE

Détection
ON-COLONNE

Chromatographie électrocinétique micellaire

espéces neutres

| - ==
| 7 0 45
z 3 16
18 1?
: 19\
| 4 \ 6
To‘c‘ca AU 3“135," 5 ! 1
| Koo ' : ‘ \'n ‘:I
\ | “ 11
,| VIR W
1] ' - 1
) 5 10 15
Time / min

Séparation des polychlorophénols

Plan du cours

1.1 Mobilité électrophorétique
1.2 Phénomene d’électroosmose

2.1 Efficacité
2.2 Résolution

4.3 Mesure des surfaces de pics

ON-COLONNE : MODE DIRECT

Détection directement sur le capillaire, a proximité d’une des
extrémités

N opérée & travers une fenétre réalisée par enlévement de la gaine protectrice du capillaire.

N nécessite ['utilisation de capillaires transparents jusqu'a 170nm si possible

équipe la plupart de appareils commerciaux

<»sensibilité limitée a cause de la faible capacité de chargement des
capillaires et de leur faible diamétre : ~ 10 mol.L*

ex : phénol, LOD = 67 fmol

<+ développement de capillaires a bulle, en Z pour augmenter le trajet optique
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ON-COLONNE : MODE DIRECT

Détection directement sur le capillaire, a proximité d’'une des
extrémités

N opérée a travers une fenétre réalisée par enléevement de la gaine protectrice du capillaire.

N généralement bien adaptée aux capillaires de silice fondue qui présentent une faible luminescence

généralement réalisée par dérivatisation préalable des solutés :
< dérivés dansyl/fluorescein-thiocarbamyl des acides aminés
< fluorescamine pour les acides aminés, les peptides

ex : a-chymotrypsinogéne, LOD = 2 fmol

domaine dynamique linéaire : 10 - 107 M

CE-LIF commercialisée avec un laser argon a 488nm

Méthode LDD (mol) LDD (M) Avantages/ inconvénients
UV- Vis 1013 - 10 10% - 10 Universel

Possibilité d'information spectrale
Fluorescence 1015 - 107 107-10° Sensible

Requiert souvent une dérivatisation

scence induite 10718 - 10 10 10 Extrémement sensible
Requiert souvent une dérivatisation
Cher
Ampérométrie 1018 - 1019 1010-101 Sensible

Sélective mais seulement pour
analytes electroactifs

Requiert une électronique spéciale
et des modifications du capillaire

Conductivité 105 -1018 107-10°% Universel
Requiert une électronique spéciale
et des modifications du capillaire

10%-10 Sensible
formations structurales

rsel
ble sel

s qu'en direct Uni
Plus f

ibilité qu'en direct
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OFF-COLONNE

A nécessite de concevoir une interface adaptée

® assurer le maintien du champ électrique
® diminuer les effets d’aspiration Sotisbe ot Lontites.
Gaz de nébalisation | Liquide d'appoint
S
Octopaie

@© utiliser des analyseurs permettant des scans rapides

Zone de fragmentation
oup.froms CID) | Lovdlles ~ Guacipole

Pression atmosphérique  Vide : 1Torr <107 Torr £10° Torr

Interface basée sur le mode ESIIMS
appliquée aux sels d'ammonium, amines, dipeptides

ex : pour les ions simples, LOD = 10 amol

10



