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Electrophorése Capillaire
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UN PEU D’HISTOIRE ...

The Nobel Prize In
Chemistry

1948

Arne Wilhelm Kaurin Tiselius

"for his research on electrophoresis and
adsorption analysis, especially for his
discoveries concerning the complex
nature of the serum proteins”

Séparation de protéines

dans le sérum humain

d'aprés J.L. Veuthey, Univ. de Genéve

... ETLASUITE

Séparation de protéines
par électrophorese sur papier

S. Hjerten : capillaires de 300 um i.d.

d'aprés J.L. Veuthey, Univ. de Genéve

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

Une grande famille

Electrophorese

[ I 1
N Focalisation Electrophorése
Isotachophorese L N
isoélectrique de zone

[ Papier ] Gel [ Capillaire ]

CZE ][ CGE CEC ][ MEKC

Plan du cours

1.1 Mobilité électrophorétique
1.2 Phénomeéne d’électroosmose

2.1 Efficacité
2.2 Résolution

4.1 Injection
4.2 Détection
4.3 Mesure des surfaces de pics

Une technique séparative

HPLC CE

soluté
E

N

phase phase

mobile *—— stationnaire Pas de phase stationnaire

@ instrumentation : pas de pompe, pas de vanne d’injection
>MINIATURISATION

faibles volumes d’échantillon, d’électrolyte
>co0T
EFFICACITE de séparation élevée

@ faible SENSIBILITE DE DETECTION
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Introduction électrophorése capillaire

Principe
A
+ |

Générateur de tension

Dispositif expérimental

__— capillaire
détecteur -
électrodes
de platine—— |
réservoirs m
d'électrolyte \—‘

générateur haute tension

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

Différences de potentiel : 10 - 40 kV

Electrophorése

Fg: force électrique

o
!

qE
ep

6rnr

CATHODE

Fe=qE

q: charge de I'ion
E: 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.

Plan du cours

1.1 Mobilité électrophorétique
1.2 Phénomene d’électroosmose

2.1 Efficacité
2.2 Résolution

4.1 Injection
4.2 Détection
4.3 Mesure des surfaces de pics
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Electroosmose

Neutralisation par les ions
de signe opposé de
I'électrolyte

%—/

Surface du capillaire chargée +

DOUBLE COUCHE
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

DOUBLE COUCHE : le modeéle de STERN

électroosmose
@ Q
) sein de la
+ @ ©° @ ©_° - solution
PG ® 6 ® 0 @

02RO @ 09 co
@70 BYEY G 6 6

silanols de surface

distance

1/x
W/M%/

: T T
otentiel
p ¥,

couche diffuse

Flux électroosmotique

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

eGE

4nmn

: potentiel zéta

® o

: constante diélectrique du milieu

=

: viscosité de la solution

Ordre de grandeur : de 0,1 a 1cm.s* pour des champs de I'ordre
de 1500V.cm™.

BILAN

Uapp = Heo + Uep
» capillaire de silice:

temps.

Mesure des mobilités

t=La/Vapp=L o/ (Happ-E)
:Ld'Ll/(“eo+uep)-V

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) :

SR

opt

H=X+B/u+ Xu

Uopt

(R
e
O3

fonction ala fois du soluté et de la phase mobile

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

HPLC FLUX HYDRODYNAMIQUE : profil parabolique

POMPE mmmp ....:..“:.. ..
0099 0 0% 0%

CE FLUX ELECTROOSMOTIQUE : profil plat

c EFFICACITE ELEVEE

Influence du pH sur la paroi du capillaire

Capillaire de silice

pl~2

-4
K
e
%3
E o
&
=2
k-3
3 )

1

pH
2z 3 4 5 6 7 8 9

Modifier la surface, POURQUOI ?

v Réaliser des séparations « difficiles »

» éviter les phénomenes d’adsorption de surface

1A
R=— —H® N

4 s
4 Hepmoy * Heo

v Réaliser des séparations plus rapides

v' Obtenir une mobilité électroosmotique

Modifier la surface, POURQUOI ?

Séparation d’anions :

Heo
, Heo e, Heo
v -
-«— —
Happ Happ

indépendante du pH + detecteur
Modifier la surface, COMMENT ? Amino « quenchers » : surfactants
_ CHy
N NN NN
Cry
CTAB

» Présence d’additifs dans I'électrolyte

» Greffage chimique
1- activation de la silice par un réactif de silanisation
2- greffage par des groupements fonctionnels

» Immobilisation thermique

SRR AT

Cis Cis Cua Cr

concentration (M)
pour =0 8.10¢ 7.10% 5.10* 2,5.10°

Effet de la longueur de la chaine hydrocarbonée sur le potentiel ¢ du quartz
en présence de solutions d'acétate d'alkylammonium
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Amino « quenchers » : polyméres polycationiques

?Hs 2Br- ?Hg
N'—(CH2)s—N"—(CHy)s
CH; CH3

polybrene

BILAN

Happ = Heo + Hep

» surface chargée positivement

TSRS

Heo
—

f‘e_Ok‘iK/ = @ L.

Heo .
—

Autres additifs

{6—CE—CE 408

PEO
PVA
Triton X-100
Brij-35
Tween 20
n=9,11,15

CH(CHI_ | )
AN spann

Greffages permanents

- Par liaison covalente Silylation
9CH,
cmc;—?r(c»«z)rarcufw‘r)c/u2
y-GPTMS

Silylation et polymérisation

i, Pt o, L

MAPS Acrylamide

- Par immobilisation thermique Alcool polyvinylique (PVA)

Hydroxypropylméthylcellulose (HPMC)

Insolubles dans les solutions aqueuses apres chauffage

Modifier la surface, COMMENT ?

Table 1. € ‘omparison of separation efficiencies for different
capillary coatings* 12 6}

Fagihles ave Tl plates
AP e 2 |

L Leu-enkephalin 556 G2000 185000 352 000 | o

2 Glu Fibrinogen 78 3BO00 183000 380000 B

3 Substance Pau 548 76000 249000 505 000

4 Choleoystokinines 418 49000 273000 312000

5 Substance P, 553 20000 355000 335000 ’

6 Angiotensin | 433 31000 230000 237 00D

7 Valgliy Angiotensin [1l 442 26000 152000 152000  Teiybrees 1

8 ACTH, 482 60000 LILOOO 256 000 |

9 pliu, MEP, , 450 1ROO0 E63 000 286 000 |

Rapid Commun. in Mass Spectrom., 1997, 11, 30

L 1m, 25 ym id.,
V:-28 kV, 0.1 M
HCOOH, 20 pg inj.

Facteurs de séparation

1
2
! HPLC CE

déplacement K Hep
sélectivité =Kk, o = Hep bz

) 1 o-1 k' 1 A
résolution R= — — N R=— ——®— N

4 o k'# 4 Hepmoy * Heo
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Influence du voltage

Limitation : Puissance dissipée

P ACrV2

L L?

L : longueur du capillaire
r : rayon du capillaire
C : concentration de I'électrolyte

A : conductance molaire de la solution

capillaires de faibles diameétres

AMELIORER LA SELECTIVITE

Composition de

I'électrolyte \ /

MEKC

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

PAGE Electrochromatographie
(CEC)

Facteurs affectant la mobilité électroosmotique

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

3 : épaisseur de la double couche

: nature et concentration des ions,
pH, solvants organiques

Plan du cours

1.1 Mobilité électrophorétique
1.2 Phénomene d’électroosmose

2.1 Efficacité
2.2 Résolution

4.1 Injection
4.2 Détection
4.3 Mesure des surfaces de pics

Facteurs affectant la mobilité électrophorétique

B 1+ : modification de l'intensité de la charge portée par
les especes
[} s influence sur les

interactions entre les groupements ionisables des solutés
et les ions de I'électrolyte (Na*, Ca?*, Mg?*, CI, PO,3, ...)

Influence du pH sur la paroi du capillaire : peo

Capillaire de silice

Moo (x 108 m?V-ist)

pH
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Notions de pK,

L]

avec pK, = pH - log
[HL]

_charge
1 ot *
08
06 |

04

o s0® |
PRab PRacd  PKa2 DK pKa2 K4 pKats

Tampons couramment utilisés en électrophorése capillaire

Phosphate 2.12-7.21-12.32
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
n : viscosité de la solution

3 : épaisseur de la double couche

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

Influence de la force ionique

8 = K.(eT/ZCzA)1?

lorsqu’on augmente la concentration de I'électrolyte
>

Tampon phosphate
(0.025-0.2M, pH 2.4), ot OF

V: 30 kV, Ld: 0.5 m. =] x [r)t."u
IV
1: Bradykinin . 01508
2: Angiotensin 11 £ 1% ) Il 3
3: TRH ABS ‘.' v
4: LHRH I1f '“ i)
5: Bombesin, Il'
6: Leu-enk ! W ok
7: Met-enk Ay Li | o1
8: Oxytocin | B > oM
9: Dynorphin L | ll I;A | |
- keteae
bl e 0.000m
Tech. Prot. Chem. Il, 3-19 (1991) RS '

Influence du modificateur organique

Polaires (g >30) Apolaires (¢ <30)

Protiques Aprotiques Protiques Aprotiques
ACN
Eau EtOH THF
DMF .
MeOH ProH Dioxane
DMSO

Influence du modificateur organique

Solvant Cations Anions
Eau ++ ++
Méthanol +/- ++
Ethanol - ++
Acétonitrile -- .
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Influence du modificateur organique Régles générales :
. 2
o (0% §
P
msh el T, . .
S Ona de la mobilité électroosmotique :
‘J 1 .
. .
08 ", .
gj P v lorqu’on diminue le pH
02 RN : » diminution de
0
0 20 40 60 80
% v v lorsqu’on augmente la concentration de I'électrolyte
» diminution de
'v(lﬂx’k,?'“m n Solvants polaires (ex : eau): potentiels ¢ qui peuvent
s
“ : : atteindre 100m\. v lorsqu’on augmente le pourcentage de modificateur organique
- a Solvants apolaires (ex : heptane): pas de potentiel £, » diminution de
- s “ sauf en présence d'additifs
R .
® N " ACN < acétone < MeOH < EtOH, PrOH < DMSO
0y ® e . . - Augmentation du pourcentage de modificateur
s MRS organique
° o 20 a0 60 80 100
s
4 DMSO  Macétone 4 ACN ACN < acétone < MeOH < EtOH, PrOH < DMSO
AMELIORER LA SELECTIVITE oA L
Intérét des milieux non-aqueux
- v faibles courants
Composition de MEKC

I'électrolyte

<+augmentation des diamétres des capillaires
L semi-préparative
< augmentation de I'efficacité (N/t ce/n?)
EKC: &M e’
Solvants non-aqueux «—— . cyclodextrines,... eau 882 6924

méthanol 22,7 552
NMF 110,3 20075
acétonitrile 110,3 4136
PAGE Electrochromatographie
(CEC) v modification des sélectivités
v meilleure compatibilité avec la spectrométrie de masse
v augmentation des solubilités (ex: cyclodextrines)
NACE NACE
3 9 12
5] 8 A
1 A (MM 135) 3 - 10
2 MA (149) 45 = 24 "
3 MDA (179) .
4 MDMA (193) . 1
5 MDEA (207) . 25 mM ammonium formate
i=103 pA MeCN 1 M formic acid . l
T * = -
5 9
Tris-phosphate 50 mM 1 4 3 may 3 B
Aqueous buffer pH 2.5 vV =30kV :: 1% "
- 5 . 2|y 12
. 1 6
- 21 b 7
[} 04 0.8 12 min P
o

i=50 pA ) . X . LR 3 -
Séparation d’'un mélange de 12 composés
capillaire de silice 58;5cm x 50pm i.d. - 30kV
électrolyte : (A) éthanol/acétonitrile/acide acétique (50:49:1) dans 20mM CH;COO-, NH,*
V=30kV (B) méthanol/acétonitrile/acide acétique (50:49:1) dans 20mM CH,COO", NH,*
1 amphétamine, édrine, 3 levorphanol, 4 dextromoramide, 5 morphine, 6 hydrochlorothiazide, 7 acide benzoique, 8 acide
Chromatographia, 2000, 52, 403-407 06 07 08 08 1 o cinique, 9 proberiecid, 10 chiorothlazide, 11, acide phényéneclacetique, 12 aclde éhacrynique

J. Chromatogr. A, 1997, 792, 13-35.
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AMELIORER LA SELECTIVITE

Composition de MEKC

I'électrolyte
EKC:
Solvants non-agueux «—— — . cyclodextrines,...
/ \ }

PAGE Electrochromatographie
(CEC)

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 développement instrumental différent

g l Séparation des molécules neutres

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),>*
ex : catéchols en présence d’acide borique

2. Micelles ioniques

»le plus couramment utilisé

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

v R
B v o
[+ - =
i 4 b 4 &
Veo = Meo E vitesse d'écoulement électroosmotique
v'ep = m'Ep vitesse de migration électrophorétique

vitesse de migration apparente

Chromatographie électrocinétique micellaire

W=
=

€0

v 050 @
- O?Eg%o é

@ - composé neutre & séparer

a9

@_réﬁ = micelle

NP

= 38

OGO
el 5Vb

10
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injection

détection

micelle soluté eau
libre

micelle libre

e temps de migration
b tr tme

>

to< tg <tn. » Fenétre de détection

Chromatographie électrocinétique micellaire

espeéces neutres

- -
7 [
bd
‘ 3 16
18 20
: 19 l’.l ¢
0.004 AU ! |14
bw “ \ ’5 ‘ ||l n |
i\ | | \‘ ‘121 | *
C LV
L L (VR LIANGVAN
o ln_f 10 “5 =

Time / min

Séparation des polyct

rophénols

Mobilité des solutés en MEKC

_ Nag Ninc
Hsolute = Heo + Hmc
Nag * Nipe Nag * Ning
Nie
fraction de soluté présent dans la micelle = ————
Nag+ Nine
Nag
fraction de soluté présent dans la phase aqueuse = ————
Nag* Mg
K= Nime
Nag
< 1 1
T ) e = o Heot
- Nine
1+k’ Nag + Nine

1+k’

t0
1+ (to/to)k ’

1+k’

K
Hme

Mobilité des solutés en MEKC

1+k’
—

0
1+ (tolto)k ’

Sitye > © uwm=p  micelle = phase stationnaire

C définition de tg analoque a la définition donnée en chromatographie

t=(1+k )t

Sity> o umssp  suppression du flux électroosmotique

C les solutés auront une migration anodique
1+k’
K’

tg=

tme

Pseudo-phases utilisées en MEKC

Micelles anioniques Polyméres ioniques

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

tylacry

méthacrylique

triméthylammonium
icell ionique Microémulsions
alkyltriméthylammonium (C10-C1g)

Micelles mixtes

octylglucoside - borate

SDS - N-dodecanoyhacide aminé
SDS-Bri] 35

(0.8 %) (p/p)
Cyclodextrines ionisées

Dendriméres
polyamidoamines

Micelles polymérisées

poly(N-undécylényl-L-valinate)

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

AMELIORER LA SELECTIVITE

Composition de

I'électrolyte \ /

MEKC

EKC:
Solvants non-aqueux <+— —+ cyclodextrines,...

PAGE Electrochromatographie
(CEC)

11
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Séparations chirales (densité de charge identique)

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

c Principe reposant sur la reconnaissance chirale

C Mécanismes engendrés par I'ajout dans I'électrolyte
d’un sélecteur chiral

=)  Pas de développementinstrumental différent

l Séparation des énantiomeéres

Séparations chirales (densité de charge identique)

Séparation directe

Séparation indirecte

- - 1 1
A+ A-

— Formation de
. X diastéréoisoméres
; ; = sélecteur chiral

‘“ d

Reconnaissance chirale

: Séparation en milieu achiral

Sélecteurs chiraux

Les cyclodextrines

Complexation de type inclusion

v a, B, y-cyclodextrines
v éthers-couronnes
v antibiotiques macrocycliques

Complexation de type

chélation . i
v" a-hydroxy ou a-aminoacides
et métaux (Cu)

Association avec des polymeres

chira
/ maltodextnnes

v héparine, dextrans sulfonatés

Partage dans des micelles

v acides biliaires
v a-hydroxy ou a-aminoacides
a chaine alkyle

Formation de paires
d’ions
v’ camphrosulfonates
v/ quinine et ses dérivés

Interaction par affinité

v protéines

H

CIQOH
HD 2

0 cu,ou
HO
HOHC 0"

cu,on

Caractéristiques des cyclodextrines

Cyclodextrine a-CD B-CD y-CD
nombre d’unités glucose 6 7 8
poids moléculaire 972.9 1135.0 1297.2
diamétre interne de la cavité/nm 0.47-0.52 0.62-0.64 0.75-0.83
diamétre/nm 1.46 1.54 1.75
hauteur de la cavité/nm 0.79-0.80 0.79-0.80 0.79-0.80
solubilité dans 'eau & 25°C 1aomm  (26mM)  140mM

!

dans 4M urée : 89mM
dans 8M urée : 226mM

HOHC

{
o
“‘ﬁ?
o
B

Il existe de nombreuses cyclodextrines modifiées :

neutres
OH

PPN

Hydroxy-CD

réaction avec les OH en positions 2,3 et 6

chargées positivement

N
Amino-CD

NH,

chargées négativement

_0_-COoO

Carboxy-CD

Sulfonato-CD

7NN

03S SOy 0,8 SOy

Permettent la séparation de composés neutres

12
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5,0A :CD «—-s

8,0A y-CD

Hs-B-CD

6,2A B-CD

HS-y-CD

ACHIRAL AND CHIRAL SEPARATIONS OF DIMETHINDENE AND METABOLITES

wl "
B
| _ HL
s {i p— " -
| : :
L ‘l\ — = - - | -l AN = Fused silica capillary, 40 cm x 50 d. Fi
2 X 50 pm . used silica capillary, 40 id.
T 1010 2\0 4\»0 5‘\0 100 :ga"v/‘c:h(agsup:::lye Svll:;‘oz‘mn 1208 50 mMm phos;h::eng‘llu.cg:'xﬂ.sg ‘3‘0’“!‘":1 HP-{i-CD
temps (min) temps (min) temps (min) Racemic sample concentration, 60 y glx:T a‘:‘:.vr‘cl’c"a(:.s\;lc)k‘:‘:c:::m:iao: 2:1 zfgs/r:\"f.‘
alprenolol isoproterenol atenolol
Capillaire 50 pm i. d. x 31.5 cm aration sous -15 kV, T = 22°C
5%HS-y-CD dans 25mM phosph: le tetraéthylammonium, pH 2.5
AMELIORER LA SELECTIVITE Influence des cyclodextrines en MEKC
Composition de SANS PRINCIPE AVEC
p MEKC

I'électrolyte

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

PAGE Electrochromatographie
(CEC)

[-CYCLODEXTRINE

Capillaire : silice vierge, 50 um d. i. x 50 temps (min.)

Elcctrolyio - tampon phosphate 20 mM, - borate 20 i, pH 9 + SDS 50 mM.
Tension appliquée : + 20 KV.  Détection UV 220 nm

Identification : 1 toluéne 4 fluoréne 7 phénanthréne
naphtaléne 5 xanthéne 8 trans-stilbéne
3 9-fluorenone 6 dibenzyle 9 fluoranthéne

3-CYCLODEXTRINE 30 mM.
+ urée 4 M.

AMELIORER LA SELECTIVITE

Composition de

I'électrolyte / MEKC
EKC:
Solvants non-aqueux «—— cyclodextrines
PAGE Electrochromatographie

(CEC)

L’électrochromatographie

= technique séparative qui allie des phénomeénes de type :

» électroosmose
» électrophorése
» chromatographie

c Partage phase mobile/ phase stationnaire du soluté

C Mécanismes engendrés par la présence d’une phase
stationnaire dans le capillaire

—p Pas de développement instrumental différent,
mais modification du capillaire

l Séparation des molécules neutres

13



05/10/2014

L’électrochromatographie

INTERET

Sélectivité

Capacité d'injection

Trés faible dispersion en phase mobile

Trés faible (absence de) perte de charge

Utilisation de trés fines particules

Faible dispersion en phase stationnaire

Trés grande efficacité h <2 pour dp <5 um
N > 100 000 / m

Couplage avec la spectrométrie de masse

Comparaison LC/CEC

Higem)

chute de N

INCONVENIENTS
H a5 i i H 5
= Fabrication des colonnes —
* Fragilité des colonnes Monalithe butyl, Phase mobile, tampon phosphate 5 mM plf 6,8 - acétanitrile (78). Compayé,
+ Difficulté de controle du débit de la phase mobile aaphthaline.

= Contraintes de composition de Ila phase mobile
= Difficultés de réalisation d'un gradient d'élution
« Temps d'analyse assez élevés

L’électrochromatographie Comparaison HPLC/ CE :
HPLC CEC
HPLC CE
tr- 1t tm = teor
Rétention k'= T Keec= . Volumes de colonne AL oulL
classiques m H
tz : temps de rétention du soluté tm : temps de migration du solute
t : temps d'élution d'un soluté non-retenu 1, : temps de migration d’un soluté neutre et
non-retenu
( ) Volumes d’injection classiques 110 L 1-10 L
tn(1+ Ke)-teor i g
Facteur de rétention: ko= I
Keee eof obtenue par expérience
U, __—"  enCEdans les mémes
Facteur de vélocité K= = conditions d'électrolyte
Heo, rempii Limites de détection 107-108 M 105-106 M

L’électrochromatographie Séparation en CEC de composés anioniques de mobilités voisines
ELECTROCHROMATOGRAPHIE o
colonne capillaire remplie Aminonaphtalenesulfonates isoméres

| z e RACTROAR

ELECTROPHORESE BT ‘”s'
‘ {fuion g g O

‘ (migration differentielle)
aiton ]

10f

rescen

Relative Flu:

L ’ el .

. \ .
| s \ | ‘ ‘
L ﬂix\( l'[ ‘\ “ ‘L | ‘ st Ve

0 0 40 Rotention Time (min)

ge, 75 um d.i. x 33 cm (partie remplio)

silice C18, 3 um. Phase mobile : ACN / NaBO2 4 mM (80 : 20) (viv) |

15 kV. Détection : fluorescence laser, 257 / 400 nm. Injection électrocinétique : § kV,

£ 2: ;3% ;4 : fluoréne ; 5 : phénanthrane ; 6

z : ; 10 : chryséne ; 11 : benzo[b]fluoran-

théne ; 12 : ;13 ; 14 : dibenz(a, i 16 [
#ne ; 16 : indéno[1,2,3-cd]pyrén

péryléne ; 16 : indéno[1,23-cd]pyréne R

Tension applig
5s.

;7 : fluo : 8 pyréno; 9 :
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AMELIORER LA SELECTIVITE

Composition de
I'électrolyte MEKC

N

PAGE Electrochromatographie

(CEC)

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

Electrophorése en gel de polyacrylamide

» électroosmose
» électrophorése

Principe reposant sur le « tamisage » de I'électrolyte a
l'aide d’un polymére

c Mécanismes engendrés par I'ajout dans I'électrolyte
d’un polymére

=

Pas de développement instrumental différent

=) l Séparation par exclusion stérique

= technique séparative qui allie des phénomeénes de type :

Electrophorése en gel de polyacrylamide

¢

Ajout d’un polymeére dans I'électrolyte pour créer un
tamis dont on peut controler les mailles

¢
¢

Séparation des composés qui ont une répartition
uniforme de la charge

Séparation suivant la masse ™= gain en sélectivité

Electrophorése en gel de polyacrylamide

SEPARATION DE LA MYOGLOBINE ET DE SES FRAGMENTS

2

L

1} ) 2 % Temps (min)

Capillaire: 75 pm d.i. x 20 cm; caractéristiques du gel: T=12,58%,
Electrolyte: tampon TRIS-phosphate 0,1 M., pH 6,9, SDS 3,5 mn.
urée B MV =B kV (1 = 34 pA). Détection UV

1dentification: I: fragment |11 (PH=2510); 2: fragment 11 (PM=6210); 3

fragment | (PM=B160); 4: fragments | et |1 (PH=14400); 5: myoglobine
DM=17000)

Electrophorése en gel de polyacrylamide

SEPARATION DE POLYNUCLEOTIDES.

4

Absorbancs (AU)

MMHBH?\HM\‘: ";iwu; HHLH‘

Tiee (min)

5, 75 um d.i. x 75 cm (détection, 50 cm), rempli de gel de polyacrylamide, 5% T, 5% C
ampon Tris-borale 100 mM., pH 8,3 + urée 7 M.
Détection UV 260 n

quée ; 18 kV. m
acide polydéoxyadénylique pd(A), 20-150 bases

(K. A. Turner, 1991)

Caractéristique des gels permanents et non permanents

S DE
capLLARES e oE GES PERMAIENTS - CAPMLARES TEECPL o s
DE_POLYACRYLAMIDES RETICULES (_CELLULOSES, AGAROSES )

Préparation délicate Préparation simple

Hétérogénéités Grande homogénéité

Contraintes d' utilisation

Souplesse d' utilisation
( électrolyte, stockage )

Faible durée de vie Renouvellement aisé

Coit élevé Faible colt
Absorbance UV Transparence UV

Exellente résolution des

Bonne résolution des fragments légers d' ADN
fragments d' ADN légers et lourds

15
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Plan du cours

1.1 Mobilité électrophorétique
1.2 Phénomeéne d’électroosmose

2.1 Efficacité
2.2 Résolution

4.1 Injection

4 0

4.3 Mesure des surfaces de pics

INJECTION

Modes d'injection les plus courants : par injection directe dans
le capillaire

» injection hydrodynamique

» injection électrocinétique

La quantité d 'échantillon injectée Q est définie comme suit :

Q=lmr2.C

avec |, la longueur de la zone échantillon
1, le rayon du capillaire

C, la concentration du soluté

Injection hydrodynamique

par siphonnage ou gravité,

réalisé en plagant une extrémité du capillaire dans la solution-échantillon
et en plagant celle-ci a une hauteur supérieure a l'autre extrémité.

La longueur | du segment injecté est proportionnelle :
au temps d'injection t;y;,

ala vitesse hydrodynamique vy, 4, définie par la loi de Poiseuille

p.g.r2.Ah
Vh= T gL
p.g.mrt.Ah.C .ty
Q= —

8n.L

Injection hydrodynamique

par différence de pression,

réalisé en appliquant aux extrémités du capillaire une différence de pression
APo

La longueur | du segment injecté est proportionnelle :
au temps d'injection t;y,

Le volume d'échantillon injecté

_ mrt.APO.ty
= 8n.L

Injection électrocinétique

ou injection par électromigration

réalisée en plagant une extrémité du capillaire dans la solution-échantillon
et en appliquant une différence de potentiel.

1=ty (Veg* Vep)

(Heo* Hep)V.r2.Cotiyy

Qi = L

La mobilité électrophorétique intervenant dans I'équation, la quantité injectée
sera différente pour tous les composés du mélange.

L'équation n’est valable que si la conductivité de I’échantillon et celle du
tampon sont identiques.

Ce mode d'injection est particuliérement utile en électrophorése capillaire sur
gel.

Plan du cours

1.1 Mobilité électrophorétique
1.2 Phénomene d’électroosmose

2.1 Efficacité
2.2 Résolution

esure des surfaces de pics
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DETECTION

LES PLUS COURANTS:

» détection
» détection par

» détection par Détection

OFF-COLONNE

Détection
ON-COLONNE

ON-COLONNE : MODE DIRECT

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

N opérée a 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 & bulle, en Z pour augmenter le trajet optique

ON-COLONNE : MODE DIRECT

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

N opérée a travers une fenétre réalisée par enlévement 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 : 103 - 107 M

CE-LIF commercialisée avec un laser argon a 488nm

OFF-COLONNE

3 nécessite de concevoir une interface adaptée

© assurer le maintien du champ électrique

@ diminuer les effets d’aspiration e L.y...u.»
Gaz do ibisgion] Liide dappoit

© utiliser des analyseurs permettant des scans rapides D s
' clop
=

Zone d ogmenaion
’ l . L&mullm (m.xdnpak-

Pression atmosphérique  Vide : 1 Torr <107 Torr <10* Yorr
Interface basée sur le mode ESI/MS
appliquée aux sels d'ammonium, amines, dipeptides

ex : pour les ions simples, LOD = 10 amol

Méthode LDD (mol) LDD (M) Avantages/ inconvénients
Fluorescence 105 - 10 107-10° Sensible

Requiert souvent une dérivatisation
Ampérométrie 1018 - 101 1010 - 10 Sensible

Sélective mais seulement pour

analytes electroactifs

Requiert une électronique spéciale

et des modifications du capillaire
Conductivité 1015 - 1016 107-10% Universel

Requiert une électronique spéciale
et des modifications du capillaire

Optimisation de la sensibilité
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ON-COLONNE : MODE INDIRECT

fenétre de détection

Charge: de méme signe que les analytes
Mobilité: voisine de celle des analytes
Absorbance: forte

Concentration: ne doit pas induire une absorbance hors
du domaine de linéarité du détecteur

Préconcentration en ligne : amplification du champ électrique

Conductivité de la < Conductivité de
zone échantilion rélectrolyte
(%o ) (x)

Champs électriques

- Lo =

Eo . E
Veeh | Veen
= — L —
Eo _ x
B Ko
Limitations
- P axiale (en ‘électroosmose)
- Effor Joule
c ( hydrodynamique)

= Tension faible
« B < K/¥Ko = 10
* Volume injecté : x 8 a 10

. facteur de préconcentration: 8 & 10

Préconcentration en ligne : amplification du champ électrique

|6 minute injection with pure water

ion time (min.)

lalre ; 75 um o1 x 100 om (ddtection, 65 cm)

rolyie : tampon MES-His 100 mM,

30 kV. Détection UV, 265 nm

tlon hydrodynamique par gravits (ah = 15 em), volume - 100 nL
1 : PTH-Arg 3,6.10°% PTH-His 3,6.105 M ;

1§ puretds 5P+ saniant denantiion

R-L. Chien et coll., 1981

Préconcentration en ligne : amplification du champ électrique

Injection électrocinétique

+ Injection électrocinétique (5 kY, 10 8) do Iéchantillon dans I'dloctrolyte

X0

» Injoction dlectrocinétique (5 KV, 10 ) de I'échantilon dans l'oau

st A oxts ' T bt
| it Py
B 1‘ it sllee Ve, 75 ym 61, 1“1'::11 {detoeon, 75 e
° lampen VES Hi‘ 0 i, pH 62
| ER ” 15
—— % it
el atutre

+ Injection d'eau par gravité puis Infection Glectrocindtique (5 kY, 10 s) de
I'échantllon dans l'eau

RECONCENMTRATICO
E DE ANDS VO
PAR AMPLIFICA?ION DU

(solutés anioniques, capillaire

SLGes' SNE

L

CHAMP ELECTRIQUE
-

en silice vierge)

Map,
Injection hydrodynamique Xmeax = = w5t

ne de faible conductivité par

Elimination de Ia
inversion de polar

Etape de préconcentration

m Intégration d’une phase transitoire d’'isotachophorese (tITP)

» Préconcentration des analytes dans un gradient de conductivité
m BGE

I Meneur
Echantillon

v L’électrolyte support est un électrolyte terminal (HCOOH)
¥ L’échantillon contient un ion meneur (NH,*)

Q == )

Champ électrique

Conductivité

v Formation transitoire d’un gradient de conductivité
L} Stabiliser les zones d’analytes

L} Injection de larges zones d’échantillons
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L’lsotachophorese (ITP)
prECTION

B
@T-;‘OE: ", L,et ®

GIME TRANSITOIRE. ™\,

) N
3 e

Résultats préconcentration

Etape de tITP

— SRR e 0spu oo

Elecrophoréss de zone

— V=05l

t-cagéine 5 pmel / L

TP & LE + acélate d'ammonium 50 mM
TE : bétaing 50 mMf - acétate 50 mM, pH 33
E20 : dlectrolyte : bétaine 50 mi! - acétate 50 M, pH 3,0

um di. x 60 om (détection, 50 cm)
Elactrolyte: il - acétate 50 mil, pH 83
IBLiloF agplloud: 2 KV ; détection UV 200 am,

Vp=05 LlL

a-casélng 15 pmol / L

C. Schwer, 1983,

W :
| i
i
- ——— .—4"\—"‘ "jlr ﬂ\l L'u -'-.JL\ JH\_WM
S} Tet |
N\
PR B
fr ormonname: T e N
(<] T )
£ Capillaire silice fondue 60 cm x 75 um d.i. (10 cm au détecteur) avec greffage dynam\ﬂue HPC; Voltage : - 25 kV ;
g:‘rgﬁ:{a(ure 25°C ; Détection UV a 200 nm ; Electrolyte : acide formique 50 mM, pH 2,7 ; Echantillon : digeste de BSA 20
s 2 e G AT A: Echantillon avec plug de meneur, Volume d’injection 10% du capillaire
N & ! s o B : Echantillon sans plug de meneur, Volume d’injection 10% du capillaire
Llsotachophorése (ITP) Plan du cours
Isotachophordse - électrophorése de zone

1.1 Mobilité électrophorétique
1.2 Phénomene d’électroosmose

2.1 Efficacité
2.2 Résolution

4.1 Injection
4.2 Détection
4.3 Mesure des surfaces de pics

CIEF

sSéparations d'ampholytes
Migration dans un gradient de pH. en absence d'électroosmose
Trois électrolyles différents

Vitesses de migration décrolasanes

Existence d'un état stationnaire

Ettet de tronts de seép. srroits
Limitations :  instabilité du gradient de pH
convection

Résclution : A(p1) - 0,05 pH

s
B, e, ey Pl PHc
‘ T IS '
@ ! W) N 9
J K
CABACTERISTIQUES

CIEF

STABILISATION DU GRADIENT DE PH
(vis-a-vis de la convection et de la diffusion)

lytes porteurs de conductivité uniforme
AR (Vesterberg, 1966)
Electrolytes a gradient de densité
Gels de polyacrylamide de faible concentration

Gradients de pH immobilisés
(Righetti, Bjellquist, 1982-85)

Tubes capillaires
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CIEF

ELECTROPHORESE BIDIMENSIONNELLE
(couplage IEF - PAGE)

Séparation des protéines selon
leur point isoélectrique et leur masse moléculaire

1€ére dimension
IEF en gradient de pH immobilisé
Conditions classiques :  gel mince de polyacrylamide, 20 x 0,15 cm
T-34%, C~03%;pH3-10
urée 8 M, DTT 10 mM,
CHAPS 1 % ou glycerol 5 %
Quantité d'échantillon protéique : 100 ug

(1-5 mg/mL)
Durée de la focalisation : 16-20 h
Etape intermédiaire
Elimination de I'urée et des ampholytes
Dénaturation
tampon TRI PH~7,
glycerol 40 %, DTT 60 mM, SDS 3 %

2éme dimension
électrophorése de zone en milieu dénaturant

Conditions classiques :  gel mince de polyacrylamide,

tampon TRIS-HCI, pH 8,6, SDS 0,1 %
Durée de la migration : 7-8 h

CIEF

ELECTROPHORESE 2D DE LA MYOGLOBINE

153 AA
pl = 7,4 ; Mr = 17053 Da

CIEF : Principe

Remplissage du capillaire

pH acide pH basique

L ®

CIEF : Principe

Premiére étape : Focalisation

pH acide

pH basique

o0
+“00 ®

‘ Générateur de tension

CIEF : Principe

Deuxiéme étape : Mobililsation

Gradient de pH

pH acide pH basique

+ -

Pression

‘ Générateur de tension

CIEF

SEPARATION DE PROTEINES PAR

FOCALISATION ISOELECTRIQUE

Capillaire gref(é polyacrylamide, 75 um d.1. x 57 cm ( détection, 50 c
Ibjection du mélange dans une solution @' ampholine LKS, pH 3,5 - 10, 4 4 5
Focallsation: V = 25 kv / 20 min -
anolyte: H3P04 150 mi; catholyte: Naok 50 mi
Hobllisation: anolyte identiaue; catholyte: NaCl 30mM., NaOH 20mr
n: (1) myoglobine ( coeur de cheval ), pl = 7.3
(2) myoglobine ( coeur de cheval ), forme désamiade, pl = 6,
(3) anhydrase carbonique B, érythracyte humaine, pi - 6,6
(4) anhydrase carbonique B, érythrocyte bovine, pi - 5,9
(5) B-lactoglobuline A, pi = 5,1
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