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PLAN

Miniaturiser, pourquoi?
HPLC: avantages et limites du changement d’échelle
Une alternative intéressante

I'électrophorése capillaire

les techniques apparentées

Vers les micropuces : conception et dimensionnement des systemes



Quelques points-clés

CPG en colonnes remplies

Premiers spectrométres de masse

Introduction de la CPG en colonnes capillaires

Introduction de la HPLC

Introduction de I'électrophorese capillaire
Spectrométrie de masse: APIl, MALDI, ICP,...
Sciences séparatives + couplage MS : >50% du marché instrumental

Role croissant de la biologie dans les développements analytiques

Miniaturisation dans tous les domaines

Chimie bioanalytique pour le diagnostic rapide



Quelle est la demande en chimie séparative?

Caractéristiques de la méthode:

»Rapidité, haut débit
Réduction des temps d’analyse

»Faible colt

Diminution de la consommation des solvants et des échantillons, des rejets
» Analyses de terrain, « in situ »
Réduction de 'encombrement > Systemes intégrés

Caractéristiques des échantillons:

> Petits échantillons
Diminution de la consommation des échantillons

»Mélanges complexes
Méthodes résolutives

»Concentrations de plus en plus faibles
Couplage a des détecteurs performants



La colonne en HPLC: diminution du diametre

Description Dimensions Débit typique
Colonne HPLC 4 mm<id. <5mm 1 -5 mL/min
Colonne narrow-bore 2mm<id. <4 mm 0,3 =3 mL/min

Colonne micro-bore
Colonne capillaire

Nano-colonne

nanoLC colonne

Tmm<id. <2mm
100 um <i.d. <1 mm

25 um <i.d. <£100um

50 — 1000 pL/min
0,4 — 200 pyL/min
25 — 4000 nL/min



Réduction des consommations

Diameétre Section (mm?)  Débit (uL/min) Consommation
interne (mm) de solvants
4,6 16,6 1200 100%
2 3,1 225 19%
1 0,8 56 5%
0,5 0,2 15 1,2%

0,25 0,05 3,5 0,3%
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Détecteurs de concentration : Réponse = Aire du pic

A= IRéponse.dt

h = Réponse max




Amélioration de la sensibilité

Diamétre Section (mm?)  Débit (uL/min) Gain en
interne (mm) sensibilité *
4,6 16,6 1200 1
2 3,1 225 53
1 0,8 56 21
0,5 0,2 15 80
0,25 0,05 3,5 335

* pour des trajets optiques identiques



Diminution de la longueur

G No L

H

Il faut disposer de colonnes plus efficaces



Aspect théorique

Grandeurs physiques : la théorie des plateaux

> La théorie des plateaux est sans doute la meilleur théorie
d’expliquer les phénomenes de séparation
chromatographique.

permettant

> Limitations :

v
v

Pics gaussiens
Calcul du nombre de plateaux

Absence de considération des phénomenes de
diffusion

Impossibilité d’introduire tout I’échantillon dans
un volume infiniment petit

Absence de consideération cinétique (vitesse
d’échanges entre les deux phase

Causes d’élargissement des pics



Aspect théorique

Grandeurs physiques : la théorie cinétique

> La théorie cinétique considere le pic chromatographique comme
représentatif de la distribution statistique des temps de rétention
des molécules d’'une substance donnée sur la colonne.

> Lathéorie cinétique considere les phénomenes de diffusion et de
transfert de masse



Aspect théorique
Grandeurs physiques : la théorie cinétique

Phénomeénes de diffusion :

échal.’ntillon
e . . . 'l e ©
Diffusion moléculaire longitudinale @ | ®
Phase G ® Phase mobile > ® @&
mobile .:. . . .
®"® ® L
*

initial

initial
v

Diffusion turbulente
Remplissage




Aspect théorique

Grandeurs physiques : la théorie cinétique

Transfert de masse

v’ {,, les molécules a et b d’'une
méme substance sont sur Ia
méme ligne

v’ t, a va rester dans le pore du
grain de la phase stationnaire et b
dans la phase mobile

vit, b ira plus vite que Ila
molécule a



Aspect théorique

Grandeurs physiques : la théorie cinétique

Application a la CPG

H (um
14 + (um) A : terme de B: terme C: terme
remplissage de diffusion de transfert

= 121 longitudinale de masse
}_
o
L
. =
H".l-r' 4*

2

0+ 1 F : ; : - =

0 20 40 60 80 100  Umoy (Cm/s)

Equation de Van Deemter

H=A+B/aG+ C.a

U = vitesse linéaire moyenne d’écoulement de la phase mobile dans la colonne




Aspect théorique

Grandeurs physiques : la théorie cinétique

Les solutions pour minimiser des phénomeénes de diffusion :

» Ameliorer I'homogénéité de la phase:
v' Absence d’hétérogénéités
v' Absence de bulle
v' Absence de vide

> Reéduire le diametre des particules d

» Homogénéiser le débit de la phase mobile

» Diminuer la taille des grains et des pores



Aspect théorique

Grandeurs physiques : la théorie cinétique

En résumé :

» Prendre des particules

v De petites tailles
v' De faible porosité

> Reéaliser des chromatographies

v Rapides
v Avec des phases stationnaires

_ miniaturisées
> Travailler

A faible tempeérature
En réduisant les volumes morts

ENERN



Efficacité de la separation

< Elargissement de bande selon le modele de Van Deemter

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

A

H=A+B/u+ C.u

Chemins préférentiels (A): opt
O
) A=2rd, Uop,
SESYA

Diffusion moléculaire (B) :

fonction a la fois du soluté et de la phase mobile

v

B=2yD,

Transfert de masse (C) :

Phase stationnaire liquide

e : épaisseur film

2 (1+k’)2 DS Ds : coeﬁigient de diffusion dans la
phase stationnaire

influencé par le coefficient de 8 k’ g2
partage et donc la solubilité C =
relative du soluté dans la phase
stationnaire




Phases particulaires : AMELIORER N/t

Courbes de Van Deemter

Hopt = f(1/d)
Uopt = f(1/d,)

» Réduire le diametre des particules

opt

v

Limitation : Augmentation de la pression en téte de colonne

Loi de Darcy : AP =nlL /@ Diamétre des particules limité
alb-3um

» permeéabilité



Particules non-poreuses ou a couche superficielle poreuse

Ameélioration du transfert
de masse

Colonne : Poroshell 300SB-C18 75 mm x2.1mm i.d.

Phase mobile: (A) 0.1%TFA, (B) 0.07%TFA dans ACN
Gradient: 5-100%B en 1 min

Débit: 3mL/min - P=260bar
T=70°C
UV a 215nm

Peaks: 1 = angiotensin Il, 2 = neurotensin, 3 = RNase,
4 = insulin, 5 = lysozyme, 6 = rnyoglobin,
7 = carbonic anhydrase, 8 = ovalbumin

mAU

Thin porous
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Conception des colonnes remplies

Nombreuses phases stationnaires disponibles commercialement

mais remplissage difficile
fragilité des colonnes

conception de micro-systemes séparatifs peu réaliste

Vue au MET d’un capillaire
de 75um i.d. rempli
de particules de 5um




Les monolithes

C de type inorganique

de type organique

Structure continue contenant des pores interconnectés

Structure bimodale : réseau de macropores et réseau de mésopores

Grande perméabilité

Transfert de masse amélioré

P (bars)
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Séparation plus rapides

HEPT (um)
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Préparation des monolithes inorganiques

Tétraméthoxysilane (TMOS)
+ Acide acétique (catalyseur)

+ PEG : porogéne

|

Moulage — | Gélation - Vieillissement | —| Dissolution-Reprécipitation

-~

Si(OR), + H,0 —» Si(OH)(OR), + ROH  Hydrolyse

Si-OH + Si-OH —  Si-0-Si + H,0 _
Si-OH + Si-OR —»  Si-0-Si+ROH [ Condensation
X Si-0-Si  —» (Si-O-Si),

Polycondensation

Calcination «— Séchage
-




Caractéristiques du réseau poreux

Mesopores: 13 nm Macropores: 2 um

Macroporosité : générée par le PEG

Mésoporosité : généreée par le traitement a NH,OH

(ou al'urée)

Total porosity > 800



Influence des constituants du mélange

Contrdole indépendant des 2 tailles de pores

Macroporosité : générée par le PEG

. A diminution de la taille du squelette

diminution de la taille des macropores
. A diminution de la taille des macropores

. A diminution de la taille des macropores

Mésoporosité : genéree par le traitement a NH,OH

. A augmentation de la taille des mésopores



Intéerét des monolithes organiques

v Synthése simple

v Synthése facilement adaptable aux microdispositifs de séparation

v Stabilité enpH : 1-13



Préparation des monolithes organiques

v'a base d’acrylamide

Synthése en milieu aqueux : solubilité faible des monomeéres «hydrophobes »
dans l'eau, difficulté de contréle de la taille des pores

Synthese en milieu organique

Nombreux travaux sur ces monolithes

Cynthaca eim
u_y IHILtItTovouv Vi

v" a base de polystyrene (LC packing, Dionex)



Préparation des monolithes organiques

CH, ?Hs
I
N=— N==n tIE—CEN —_— =N + 2 |N=C=—C-
C

H, CH,

AIBN
o~ Début de

polymérisation

CH
CH, | :
N r|: . N=C —/r::
] 0—{cH,Y—cH
CH, 2Jg 0 CH, D—(@HZ}E—CHE,
Réticulation des Réticulation des . N .
. . : Taille critique : formation
clusters : réseau — nuclei:formation de «— .
: de « nuclei »
continu clusters




Préparation des monolithes organiques

Monomeres

Agent réticulant : ‘I’/\/OIO

Porogéne: mélange de solvant

ethylenediméthacrylate

OCHj
Promoteur d’adhésion (éventuellement): :gfo\/\/S\iLOCHs

o OCHs

Initiateur:AIBN
3-(triméthoxysilyl)propyl-méthacrylate



Monomeres

X X X

butylméthacrylate hexylméthacrylate laurylméthacrylate

N
° H

glycidylméthacrylate AMPS



Choix du solvant <]

Eau + 1-propanol + 1,4-butanediol

Criteres empiriques :

Si bon solvant du polymere final, la taille des pores est déplacée vers les petites
tailles

LEI 10um Wi

10/70/20 10/50/40



Initiation

Par : T=55-70°C, t~20h Par , A=365nm, t<1h

Facile a réaliser Rapide

Zone de polymérisation facile a

délimiter
Lent Faible profondeur de pénétration
Possibilités de fissures Mise en ceuvre plus complexe

Zone de polymérisation difficile a
délimiter

S S



Aspect physique d’'un monolithe de silice

Monolithes réalisés a partir d'un moule:
L=10cm, d=1cm

Travail de Thése J. Chamieh



Efficacité des monolithes

Influence du diamétre de pores (de maniére analogue a d;, en phase particulaire)

Macropore (um) H (um) Perméabilité
( x 10-14/m?2)

8.0 12.5 130

4.5 11.9 56

2.8 10.5 25

2.0 9.3 19

Electrophoresis, 2004, 27, 1431-1440.



Recherche sur les supports: Monolithes de silice

Structure continue contenant des pores interconnectés

Structure bimodale : réseau de macropores et réseau de mésopores

Grande permeéabilité

s Séparation plus rapides
Transfert de masse amélioré P P P

([ ] . .
° colonne particulaire 5um

colonne particulaire 5Spum 201 ®
150 °
® 15 - [ J . ®
| ([ ] [ J o0
10 o* eoo°®’ 101 Secoee?
50 | o’
o ® colonne monolithique
O’ T T T 0 T T T T

4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
débit (mL/min) deébit (mL/min)

5 colonne monolithique




Colonnes de 4,6 mm i.d. _“’]FE}'?)-

2 Beta Blockers 1 mlfmin and 3 mifmm
1 Cobumn; Chromdithy Ferformance
AP-182 100 - 4.6 mm
4 Mobilephose:  Acetonitrila/. 1% TFA in
3 mter {20080 1wkl
3 Detection: UM 3220mm
Wit Wolwme: AT
Eampie: 1. Atemaicd
7 Pindaio!
2. Metopralal
— L . i 4. Cetiproial
| | | | T 1 5. Bisoprofol
a 5 12 a 5 12
1 mLfmin =17 bar ~ Time [min) 3mL/min -51 bar  Time [min]

i

=

Calumn: Chramakith® SpeedRod AP- 15 imjaction valume: 1l g

endcopped Colvme temp: 40°C £

Miobile phase: Water: Mathomal (288, wiel S plemo precipimted with .E

Detection: fvarescencs gdefechion Ivalumes o 2-propomal =
Ly 255, Eme 330

7mL/min > 91bars

I T T T T T T 1
a ol 0z 0.3 Time (min]

Chromolith® SpeedR 0D at 7 mifmin




‘ Colonnes de 100 um i.d.

CapROD™

column



Séparation de protéines-standards

dVidlog?

1]

Figure 2. (A) Pore Size Distribution and (B) Column Backpressures
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Intérét de travailler a faible débit

Lorsque la concentration d’échantillon est trés faible

v besoin de miniaturiser

v dans colonnes classique, probléme de pression



Le probléme des faibles débits

Contraintes technologiques:

» Le pompage proprement dit
» La capacité a générer des gradients
» La mesure et le contrdle

» La détection des fuites,...

Les options:

Le systeme de pompage « classique »
avec split »

La pressurisation des compartiments avec
contréle rétroactif du débit

Le pompage électrocinétique
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Electrophorese capillaire .

notions fondamentales

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

email: yfrancois@unistra.fr



UN PEU D'HISTOIRE ...

Solution

d'électrolyte 7
/-:

5 Solntion
i s protdres

A+B+C

Séparation de protéines

dans le sérum humain

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"

d’aprés J.L. Veuthey, Univ. de Genéve




... ET LA SUITE

Séparation de protéines
par electrophorese sur papier

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

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

d’aprés J.L. Veuthey, Univ. de Genéve



Une grande famille

[ Electrophorese ]

[I . J [ Focalisation ][Electrophorése]
sotachophorese y :
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

7 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
»>COoUT

EFFICACITE de séparation élevée

@ faible SENSIBILITE DE DETECTION



Introduction électrophorése capillaire

Principe

S

Capillaire \/

Détecteur

Injection

= | ML

Générateur de tension




Dispositif expérimental

capillaire

L

/

détecteur

o+
Jpu
]

électrodes

e platine /
_

réservoirs
d’électrolyte

geénérateur haute tension

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

Differences de potentiel : 10 - 40 kV



Electrophorese

+

ep

ANODE

F.: force de frottement

i Fc: force électrique

6rnr

CATHODE

Fe=6mnrve,
n: viscosité du milieu

r . rayon ionique
Ve, - Vitesse de l'ion

Fe=qE

g: charge de l'ion
E: champ électrique






















0% °

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 Phénomeéne d’électroosmose

2.1 Efficacité
2.2 Résolution

4.1 Injection
4.2 Détection
4.3 Mesure des surfaces de pics



Electroosmose

Neutralisation par les ions
de signe oppose de

I'électrolyte

\ - 7
~"

Surface du capillaire chargée +

DOUBLE COUCHE

Origine du phénomeéne : orientation des molécules différente
> a l'interface solide/liquide : ions adsorbés a la surface

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



DOUBLE COUCHE : le modele de STERN

electroosmose

»

sein de la

<— -
— solution

@G & 6 ® & @

PO Qe 0 @ 09 4o
® @ DO ® @@ ® ®

couche diffuse

_____________________ R_

\
silanols de surface

| distance

1/x




Flux électroosmotique

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

eCE

4 tn

¢ : potentiel zéta
¢ . constante diélectrique du milieu

n : viscosité de la solution

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



BILAN

» capillaire de silice:




Mesure des mobilités

t=L 4/Vapp=L o4/ (Happ-E)
:Ld : Lt/(ueo_l_uep)-v



Efficacité de la séparation

C Elargissement de bande selon le modele de Van Deemter

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

A

H=X+B/u+ U /

opt

S

Q>3

v

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



Profils d’écoulement

HPLC FLUX HYDRODYNAMIQUE : profil parabolique
POMPE mmmp ‘.‘ “““‘ “
0000009 09%
CE FLUX ELECTROOSMOTIQUE : profil plat
+

< EFFICACITE ELEVEE



Influence du pH sur la paroi du capillaire

Capillaire de silice
pl ~ 2

Moo (X 10°8 m2V-1s1)

pH



Modifier la surface, POURQUOI ?

v Réaliser des séparations « difficiles »

» éviter les phénomenes d’adsorption de surface

1 A
Re= - — e
4 4 Mepmoy T Meo

v Réaliser des séparations plus rapides

v Obtenir une mobilité électroosmotique
indépendante du pH



Modifier la surface, POURQUOI ?

Séparation de protéines :

I N I
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

v  exclut I'’étude de nombreuses interactions ayant lieu a I’état natif
v  exclut les essais enzymatiques (activité biologique souvent différente)
v'dissolution de la silice a pH>11

v'mobilité électrophorétique des protéines tres sensible
aux variations de pH dans les régions ou pH<6 ou pH>9.



Modifier la surface, POURQUOI ?

Séparation d’anions :

Happ

4 N

+ détecteur _




Modifier la surface, COMMENT ?

» 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



Amino « quenchers » : surfactants

_ (|3H3
CHs
CTAB
Cis Cis Cia Ci,
concentration (M)
pour{=0 8.10° 7.107° 5.104 2,5.103

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



Amino « quenchers » : polymeres polycationiques

|7 (|:|_|3 2Br- ?H?)
N*—(CHa)s—N"—(CHp)y
CHj CHs;

polybrene




BILAN

Uapp = Hgo T uep

» surface chargée positivement

Sidiidiissdsiidiis

Heo
—
Heo Hep ‘ Heo ‘ Hep
<< <
Heo ‘
—




Autres additifs

, !:H
{0 CH—CH4OH CH, ,
HO—CH S 4
CH, "
PEO Ho—CH 7
cH,  PVA 5
Triton X-100
Brij-35
Tween 20
| n=9,11,15
CH 4(CH,),
a( 2)\N+ SO,

/S NS SB-n+1



Greffages permanents

- Par liaison covalente Silylation
OCH,
CH,0—Si-(CH,);-O-CH,-CH-CH,
OCH, N4
y-GPTMS

Silylation et polymérisation

- I

HEC _.-'”M.H P P 4 CH C
0 -, Si. 2 T
T " “OCH;3 Neg” \NHZ

MAPS Acrylamide

- Par immobilisation thermique Alcool polyvinylique (PVA)
Hydroxypropylméthylcellulose (HPMC)

Insolubles dans les solutions aqueuses apres chauffage



Modifier la surface, COMMENT ?

Table 1. Comparison of separation efficiencies for different

capillary coatings®

Feptides Pl g Theoratical plates
APE Palybrens
Leu-enkephalin 556 62 000 185 000
Glu-Fibrinogen THG 38 OO0 1&5 000
Substance Pay o48 76 000 249 000
Chalecystokinin x 418 49 00ng 273 000
Substance P, 553 29 000 355 000
Angiotensin | 433 31 0n0 230 000
WValylly Angiotensin [11 442 26 Ono 152 000
ACTH, 482 60 000 111 000
pGlu,-MBF, ,, 454 18000 268 000

[ I T v T BV S I N

Rapid Commun. in Mass Spectrom., 1997, 11, 307
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Facteurs de separation

| 2
-\—\J 9
] HPLC

déplacement K’

selectivité a =Kk /k’,
1 o-1 k'’

résolution R.= VN
4 o k’+1

CE

Uep

o = Uep,1/“ep,2

R = 1 Alg,
> 4 uep,moy + Meo

N




Efficacité de la séparation

Variance de la zone migratrice (loi de diffusion d’Einstein): ¢

o’ =2D,t
proportionnelle a la longueur parcourue et a la hauteur équivalente
a un plateau théorique : 62 = H.L

t Heo)V
Vitesse de migration : v = (Mep LueO)

Temps de transit du soluté a travers le capillaire : t =

|_2
(Mep + Heo)V

— (uep + er)v
2D,

N



1
4

Apep

“ep,mov + “eo

avec N =

VN

(Mep + Heo)V

2D

m



Influence du voltage

Limitation : Puissance dissipéee

P ACreve

L L2

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

A : conductance molaire de la solution

capillaires de faibles diametres
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Facteurs affectant la mobilité électroosmotique

. Composition de I'electrolyte : nature et concentration des ions,
pH, solvants organiques

i Nature du capillaire

[l Température



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



Facteurs affectant la mobilité électrophorétique

B oH : modification de l'intensité de la charge portée par
les espéeces

B composition ionique de ‘electrolyte @ influence sur les
interactions entre les groupements ionisables des solutés
et les ions de I'électrolyte (Na*, Ca?*, Mg?*, CI-, PO,%, ...)

» ajout de modificateur organique

. température



Influence du pH sur la paroi du capillaire : peo

Capillaire de silice

Moo (X 10°8 m2V-1s1)

pH



Notions de pK,

[HL]
ch
4 Charge o .
¢
0,8 -
4
0,6 -
¢
04 -
¢
0,2
4
o o0 0

pK,-6  pK,-4 PK,-2 pK, pK,+2  pK,+4 pK,+6



Tampons couramment utilisés en électrophorese capillaire

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

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

0 : epaisseur de la double couche

c 5 = K.(eT/EC,z;)Y2



Influence de la force ionique

6 = K.(eT/ZC,z;?)1/2

lorsqu’on augmente la concentration de |'électrolyte
>

1
1

T 80um Capillary Q.200M

1 11F

”I L n:ﬁ"

Tampon phosphate | w
(0.025-0.2M, pH 2.4), 1 24 i‘
V: 30 kV, Ld: 0.5 m. -

1: Bradykinin _ i | 5 150M
2: Angiotensin II £1 I | . i l‘l i
3: TRH ABS A kL _

. i - « O 1: -I-II
S Bt NIV \
5: Bombesin, l ke |
6: Leu-enk 74 ' P o et
7: Met-enk. Wl J_i... | ¢ _
8: Oxytocin Gl | I y " QoM
9: Dynorphin ; JJ . [I I_IL | ,-

THS U

£ - i
.'!"! LL I 1 F‘ ] Ti; *'.‘l'l- I ""I'.L'.,'Hlj

Tech. Prot. Chem. 11, 3-19 (1991).



Influence du modificateur organique

Polaires (¢ >30) Apolaires (g <30)
Protiques Aprotiques Protiques Aprotiques
ACN
Eau EtOH THF
DMF
MeOH PrOH Dioxane

DMSO



Influence du modificateur organique

» Influence sur la viscosité

» Influence sur le pH

» Influence sur la solvatation

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

Acétonitrile



Influence du modificateur organique

n(10*kg.m

13—1)

A DMSO

1,8 ]
1,6 -
1,4 1
1,2 - ¢

>H
g

0,8 | <
0,6 | =

m

0,2 1 A ;
A

0 T T 1

% viv

35 A A
30 |
25 A
20 1 [ | 4

15 | - 0

0 20 40 60 80 100
% viv
M acétone € ACN

Solvants polaires (ex : eau): potentiels { qui peuvent
atteindre 100mV.

Solvants apolaires (ex : heptane): pas de potentiel ,
sauf en présence d’additifs.

Augmentation du pourcentage de modificateur
organique

ACN < acétone < MeOH < EtOH, PrOH < DMSO



Réegles générales :

On a de la mobilité électroosmotique :

v lorqu’on diminue le pH
» diminution de

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



AMELIORER LA SELECTIVITE

Composition de
I'électrolyte

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

PAGE Electrochromatographie
(CEC)

MEKC



Intérét des milieux non-aqueux

v’ faibles courants

ssaugmentation des diametres des capillaires
» semi-preparative

< augmentation de I'efficacité (N/t «ce/n?)

en en’
eau 88,2 6924
méthanol 22,7 552
NMF 110,3 20075
acetonitrile 110,3 4136

v modification des sélectivités
v meilleure compatibilité avec la spectrométrie de masse

v augmentation des solubilités (ex: cyclodextrines)



NACE

1 A (MM 135) 3
2 MA (149) 45
3 MDA (179)

4 MDMA (193)
5 MDEA (207)

1 =103 pA
Tris-phosphate 50 mM 1
Aqueous buffer pH 2.5 V=30kV
. — s
0 ' 04 08 1.2 min

Chromatographia, 2000, 52, 403-407

MeCN

25 mM ammonium formate
1 M formic acid

i = 50 pA

V=30 kV




NACE

3 9 12
5] 8 A

mAU 1

3 10

3 4

124 2

10 11

63 ile7

L

2

0 . ‘ L L

5 1 %  min

mAU S 9 B
12 3 10

104 11 '

8- 24 8 12
6 1 6

= 7 A
2 l N -

0 . . '\ ] . . . '

15 min

Séparation d’'un meélange de 12 compogés

capillaire de silice 58;5cm x 50um i.d. - 30kV

électrolyte : (A) éthanol/acétonitrile/acide acétique (50:49:1) dans 20mM CH,COO-, NH,*
(B) méthanol/acétonitrile/acide acétique (50:49:1) dans 20mM CH;,COO-, NH,*

1 amphétamine, 2 éphédrine, 3 levorphanol, 4 dextromoramide, 5 morphine, 6 hydrochlorothiazide, 7 acide benzoique, 8 acide
meso-2,3-diphénylsuccinique, 9 probenecid, 10 chlorothiazide, 11 acide phénylénediacétique, 12 acide éthacrynique.

J. Chromatogr. A, 1997, 792, 13-35.
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Chromatographie électrocinétique

= technique séparative qui allie des phénomenes de type :
» électroosmose
» électrophorese
» chromatographie

C Partage phase mobile/ phase « stationnaire » du soluté

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

)  Pas de développement instrumental différent

m=) | 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),2*
ex : catéchols en présence d’acide borique

2. Micelles ioniques

»le plus couramment utilisé



Chromatographie électrocinetique micellaire

Surfactant CMC(10 * 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

e+ F F + t + + 94+ + + + +
v
B =~ @
- S S8
Veo = Mes E vitesse d'écoulement électroosmotigue
Vep = Mg E vitesse de migration €lectraphorétigue

V' = {Mgp + Map) E vitesse de migration apparents



Chromatographie électrocinétique micellaire

25

/O =micelle

a7 56

' = composeé neutre a séparer



injection détection

micelle soluté eau
libre

micelle libre
eau
| | | » temps de migration
1:O tR 1:mc

mmm)>  { <tz <t, > Fenétre de détection



Chromatographie électrocinétique micellaire

espaces neutres

10 15
Time ! mif

Séparation_des polychlorophénols

— —
7 10 49
s
3 _'I'E
18 20
: 8 \ . |
T o N[ ]
0.004 AU HE g | 1
| ' _'IEE!:" | | . I1!
‘ ‘ _ ] i 12 ‘ "
G
| 1 i |



Mobilité des solutés en MEKC

n n
_ aq mc
Msolute = + Meo T + Mme
aq Nme naq Nme
nmc
fraction de soluté présent dans la micelle =
r]aq + r]mc
Nag
fraction de soluté présent dans la phase aqueuse =
Nayq+ N
n
, mc
k '=
Nagq

< 1 Ny
R —— U

+ aq mc
k' Nic
1+k’ Nag *t Nime
1+k’
tg = t

1+ (te/t )k’

mc



Mobilité des solutés en MEKC

1+k’
g = [
1+ (to/t K’

Sit,, 2> © =)  micelle = phase stationnaire

C définition de t; analoque a la définition donnée en chromatographie

tr=(Q+k’)tq

Sity> o mm=p  suppression du flux électroosmotique

S

les solutés auront une migration anodique
1+k’
k )

mc



Résolution et sélectivité en MEKC

=.|'lt|'ul|

R
. 4 oy

a-1_ ko 1-teo /It pir2

H$= . i i
O 14 ks 1+ (tao /1) ky

1
4

o= (sdlectivité)
Kq

f{k')

Variation de f (k') = (- K ) 1-tg0f 1" )

1+k" "1+ (teg/ YK
en fonction de k' et du rapport t.o/t*
10

tea/ t*

L3 1 g ?

@

b

-]

36 =

g

=

b=

z

E

| =

O-& g.,
oz

e OPHIMisAON de K' —
0 ! ] i

o3 (N I 5 i 50 100 k'

K'opt = ( ﬁ )12



Pseudo-phases utilisées en MEKC

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

Micelles cationi

alkyltriméthylammonium (C1g-C1g)

icelles mix
octylglucoside - borate
SDS - N-dodecanoyl-acide aming
SDS-Brij 35
octyltriméthylammaenium-dodécyltriméthylammonium

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

Polymeres ioniques
copolyméres butylacrylate-butylméthacrylate-acide
méthacrylique
copolymére butylméthacrylate-methacryloyloxyéthyl-
triméthylammonium

Microémulsions

tampon agqueux (B6,6-91,1%)-SDS (6-1,5 %)-1-butanol

(6,6 %) heptane, hexane, cyclohexane ou diéthylether
(0,8 %) (p/p)

Cyclodextrines ionisées

Dendrimeres

polyamidoamines
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Séparations chirales (densité de charge identique)

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

C Principe reposant sur la reconnaissance chirale

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

)  Pas de développement instrumental différent

m=) | Séparation des énantiomeéres




Séparations chirales (densité de charge identique)

Séparation directe Séparation indirecte
A-ﬁ ; A+ A+ A-

-
A- [\ A — A ]
\JA-‘A \ [/ A+ A+

Formation de

] _ diastéréoisomeres
U = sélecteur chiral

i @ d

Reconnaissance chirale

: Séparation en milieu achiral



Sélecteurs chiraux

Complexation de type inclusion

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

Complexation de type

chélation _ _
v a-hydroxy ou a-aminoacides

et métaux (Cu)

Association avec des polymeres

chiraux _
v maltodextrines

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



Les cyclodextrines

OH
HOH,C

OH
OH

HOH,C 0 GH

CHZOH



Caracteristiques des cyclodextrines

Cyclodextrine a-CD B-CD v-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
diametre/nm 1.46 1.54 1.75
hauteur de la cavité/nm 0.79-0.80 0.79-0.80 0.79-0.80

enhithilitA Aanc
SQUIUMIINIILTC uUdililo

P A DEON A A0 A A0
Jd U 1=rVJUII111VI 1=rVUII111VI

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



HOH,C OH 3
HO 2 0
OH
HO O
O o -CD
)
OH HO CHOH
HOH,C o, OH 0H0 0
CH,0H

Il existe de nombreuses cyclodextrines modifiées :

réaction avec les OH en positions 2,3 et 6

neutres chargées positivement chargées négativement
OH
PNPN A\ OO
H
\/"‘\/\NH2 /NN
Hydroxy-CD Amino-CD Carboxy-CD

Sulfonato-CD  -o.s SO, 0,5 SOy

N /

Permettent la séparation de composés neutres




PTS
M e o
I I
5.0 10.0
temps (min)
alprenolol

oo
o
>°

<
O
O
r'y

PTS

/1

5,0A 0:CD

.

I
2.0

I
4.0
temps (min)

isoproterenol

Capillaire 50 ym i. d. x 31.5 cm - séparation sous -15 kV, T = 22°C
5%HS-y-CD dans 25mM phosphate de tetraéthylammonium, pH 2.5

6,2A B-CD

HS-Y-CD

.

P

I
5.0

I
10.0
temps (min)

atenolol



ACHIRAL AND CHIRAL SEPARATIONS OF DIMETHINDENE AND METABOLITES

Substance wa. al g? g?

M-demathyl-dimethindens

dimschindens 2 ] CHy
H-densthyl-§-methoxy-dimethindene ] OCHy H
. | -methoxy-dinethindene i OCHy €y ?_ 1
5 dimethindene-H-axide ] H CHy o 5'{*] R { } -7
4 2
2 1 5
R i ]
1 R A R
CH,
i r I
i CHy ~ | H E |
< = < ‘ f |
8 | g |
1
3% 35 win » : "t
Fused silica capillary, 40 cm x 50 pum i.d. Fused silica capillary, 40 cm x 50 um i.d.
50 mM phosphate buffer, pH 3.2 50 mM phosphate buffer, pH 3.3, 30 mM HP-f-CD
500 V/iem (98 pA), UV detection at 205 nm 400 V/iem (42 pA), UV detection at 205 nm

Racemic sample concentration, 60 pg/mL Racemic sample concentration, 60 ug/mL
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Influence des cyclodextrines en MEKC

SANS

f-CYCLODEXTRINE

(A)

3-9

T S T R |

PRINCIPE

&

0

Capillaire : silice vierge, 50 um d. i. x 50 cm

5

10

15 20 25

AVEC

B-CYCLODEXTRINE 30 mM.

+ urée

¥

&

4 M.

i

fi

= =]

L\L WL

P
Electrolyte : tampon phosphate 20 mM. - borate 20 mM., pH 9 + SDS 50 mM.
7 phénanthréne

Tension appliquée : + 20 kV.

Identification :

1 toluéne
2 naphtaléne

3 9-fluorenone

Détection UV 220 nm
4 fluoréne

5 xanthéne
6 dibenzyle

8 trans-stilbéne
9 fluoranthéne

15 20

temps (min.)

25
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L'électrochromatographie

= technique séparative qui allie des phénomenes de type :
» électroosmose
» électrophorese
» chromatographie

c Partage phase mobile/ phase stationnaire du soluté

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

mm)  Pas de développement instrumental différent,
mais modification du capillaire

m=) | Séparation des molécules neutres




L'électrochromatographie

INTERET

Seéelectivité

Capacité d'injection

Trées faible dispersion en phase mobile

Tres faible (absence de) perte de charge

Utilisation de tres fines particules

Faible dispersion en phase stationnaire

Trées grande efficacite h =< 2 pour dp < 5 Jum
N = 100 000 /S M

Couplage avec la spectrometrie de masse

(I I I B B A

INCONVENIENTS

= Fabrication des colonnes

« Fragilité des colonnes

Difficulte de contréle du debit de la phase mobile
Contraintes de composition de la phase mobile
Difficultés de réalisation d'un gradient d'élution
Temps d'analyse assez élevés

LI



Comparaison LC/CEC

w0 -
el
0 4
_ w LT
5 - ) =« CEC
T chuile de ™
10 4
o - - —a
:I | T T T 1
ad a8 1 1E I I8

u imeres)

Meonal ithe breryl, Phase mobile, ampon phesphare 5 ;W pff 6,8 — acérenirile (2780 Compasé
maphithalene



L’électrochromatographie

HPLC
1:R- 1:O

b

Rétention K'=

tg : temps de rétention du soluté

t, : temps d’élution d’'un soluté non-retenu

CEC

1:m - 1:eof
kCEC_ t
eof
t,, : temps de migration du soluté
t, : temps de migration d’un soluté neutre et

non-retenu

Keee

Facteur de velocite K =

\ eo, rempli

obtenue par expérience

______——" enCE dansles mémes

conditions d’électrolyte



Comparaison HPLC/ CE .

HPLC
Volumes de colonne 4ml
classiques m
Volumes d’injection classiques 1-10 pL

Limites de détection 107-108 M

CE

1-10 nL

10-°-10° M



L'électrochromatographie

ELECTROCHROMATOGRAPHIE
colonne capillaire remplie

12

W
IT]
c
@
E, 7
G " l
S F
l; 12
=
K
a 8 ]
o 34
5 10
sl o W 18
1
Lt s AJ\ J’k. s—
0 El{] 40 Retention Time (min)

Colonne : silice vierge, 75 pm d.i. x 33 cm (partie remplie)

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

Tension appliquée : 15 kV. Détection : fluorescence laser, 257 / 400 nm. Injection électrocinétique : 5 kV,
5 s. Identification : 1 : naphtaléne ; 2 : acénaphtyléne ; 3 : acénaphtene ; 4 : fluoréne ; 5 : phénanthréne ; 6
+ anthracéne : 7 : fluoranthéne ; 8 : pyréne ; 9 : benz[a]anthracéne ; 10 : chryséne ; 11 : benzo[b]fluoran-
théne ; 12 : benzo[k]fluoranthéne ; 13 : benzo[a]pyréne ; 14 : dibenz[a,h]anthracéne ; 15 : benzo[ghi]-
péryléne ; 16 : indéno[1,2,3-cd]pyréne

C. Yan et al., 1995



Comparaison HPLC et CEC

Séparation de la progestérone et de ses métabolites

(Al {8l (c
|.I.h-|!||.--|-l Mk
| 4 | - Wilouma ‘ HE:J
rALl lmu i
TA‘m‘ |I-:1||l
i [
L__.L I_.JU _ l__["lj'l._ Bl Ul._“,_
o S SAEE LR T

fime [min)

Identifieation : testostérona (T), androsténadione (A), 17o-hydroxy-
progestérone (17F), 200- hydroxyprogestérane (20P), noréthindrane (N,
progestérona (P)

[ - 1
B CEC (A LC (B LC (C)
cniunn< T mm di. & 20 e 4§ mm d.l.ﬁm
| gl 3 en)
Phase | Hypersll ODS 3 um Hypersil ODS 3 um
stationnaire |
Phase | ACN/MaOHITris<HCI ACN/MeOH/Tris-HCI | ACNIMeOH/Tris- |
mabile 30 mil HCI 20 mM, pH & |
47 531 St 2051
Vites 083 mms! & mm.
i | |
Ilgi;ii gl min’! 06 mLmint | 21 mL.minT
Volume 2 1l L
injogté | (58 sous 13 K) 08 % du volume mer
2 % du volume mort
Echantillon 20 ug.ml! dans s phase moblle
m—
uétanw 0,02 UA | 240 nm, ‘I_,EE UA ‘Edﬂ @

D, . Slead et call, 193



Séparation en CEC de composeés anioniques de mobilités voisines

Aminonaphtalenesulfonates isomeres

R ELECTHOGHHGI.MTQQM.FHLE
B et | i i 0t L
[ e .
& |j|__F‘_ m Illl .
CHROMATOGRAPHE - il—
istrbution de paires diong] ||
| =
I I
| |l | ’ s iT“Ii’ii'ﬂ';T':
- h__,u._'_‘u..- |

i

o dansnm



AMELIORER LA SELECTIVITE

Composition de
I'électrolyte

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

PAGE Electrochromatographie
(CEC)

MEKC




Electrophorese en gel de polyacrylamide

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

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

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

)  Pas de développement instrumental différent

m=) | Séparation par exclusion stérique




Electrophorese en gel de polyacrylamide

C Ajout d’'un polymere dans |'électrolyte pour créer un
tamis dont on peut contrdler les mailles

c Séparation des composés qui ont une répartition
uniforme de la charge

C Séparation suivant la masse ™ gain en sélectivité



Electrophorese en gel de polyacrylamide

SEPARATION DE LA MYOGLOBINE ET DE SES FRAGMENTS

z|

|

] 10 20 £ Temps (min.)

Capillaire: 73 pm d.i. x 20 cm; caraclérisligues du yel: T=12,5%, C=3 3%
Electralyte: tampon TRIS-phosphate 0,1 M., pH 6,9, 505 3.5 mH. (0, 1K),
uréde B MV =-8 kV (1 = 34 pA) Détection UV

Identification: I: Tragment 111 (PHM=2510); 2: fragment |1 {PM=6210): 3:

fragment | (FM=B160); 4: fragments | et |1 (PM=14400); 5: myoglobine
(P =1 F0000



Electrophorese en gel de polyacrylamide

SEPARATION DE POLYNUCLEOTIDES.

0.16
0.15

ol

(T
013 'l.

Absorbance (AU)

012 l L
25 k- 45 85 65

Time [min)

Capillaire : tPAGE-5, 75 pm d.i. x 75 cm (détection, 50 cm), rempli de gel de polyacrylamide, 5% T, 5% C
Elecirolyle : tampon Tris-borate 100 mM., pH 8,3 + urée 7 M.

Tension appliquée : 18 kV. Détection UV 260 nm
Echantilion : acide polydéoxyadénylique pd(A), 20-150 bases.

(K. A. Turner, 1991)



Caractéristique des gels permanents et non permanents

CAPILLAIRES REMPLIS DE GEL S PERMANENTS CAPILLAIRES REMPLIS D E SOLUTIONS DE
POLYMERES HYDROPHILES NON-CHARGES

DE | PDLY&EMMES_HE_TIELLES
( CELLULOSES, AGAROSES )

Préparation délicate Préparation simple

Hétérogénéités Grande homogénéité

Contraintes d' utilisation
( électrolyte, stockage )

Faible durée de vie
Coit éleve
Absorbance UV

Exellente résolution des
fragments d' ADN légers et lourds

Souplesse d' utilisation

Renouvellement aisé
Faible cout

Transparence UV

Bonne résolution des fragments légers d' ADN
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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=Il.wr2.C

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

C, la concentration du soluté



Injection hydrodynamique

par siphonnage ou gravite,

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

La longueur | du segment injecté est proportionnelle :

au temps d’injection t;,

a la vitesse hydrodynamique v, 4, définie par la loi de Poiseuille
p.g.r2.Ah
V =
hd 8n.L

p.g.mr*.Ah.C.t
8n.L

inj

Qi =



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;,

Le volume d’échantillon injecté

nrt. APo.t;,
V. .
" 8n.L




Injection électrocinétique

ou injection par électromigration

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

| = tinj (Veo+ Vep)

(Meo+ “ep)v-nrz-c'tinj

Qinj = 3

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 particulierement utile en électrophorese capillaire sur
gel.



Plan du cours

1.1 Mobilité électrophorétique
1.2 Phénomeéne d’électroosmose
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4
4.2 Détection
4.3 Mesure des surfaces de pics




DETECTION

LES PLUS COURANTS:

» detection
» detection par

» detection par

4 I

Détection
ON-COLONNE

Détection
OFF-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.

AN nécessite I'utilisation de capillaires transparents jusqu’a 170nm si possible

equipe la plupart de appareils commerciaux

sssensibilité limitée a cause de la faible capacité de chargement des
capillaires et de leur faible diamétre : ~ 10-° mol.L-"

ex : phénol, LOD = 67 fmol

s développement de capillaires a bulle, en Z pour augmenter le trajet optique

i’ ——— H_f—-—-




ON-COLONNE : MODE DIRECT

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

A opéreée a travers une fenétre réalisée par enlevement de la gaine protectrice du capillaire.

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

genéralement réalisée par dérivatisation préalable des solutes :
% dérivés dansyl/fluorescein-thiocarbamyl des acides aminés
¢ fluorescamine pour les acides aminés, les peptides

ex : a-chymotrypsinogéne, LOD = 2 fmol

domaine dynamique linéaire : 103 - 10" M

CE-LIF commercialisée avec un laser argon a 488nm



OFF-COLONNE

A nécessite de concevoir une interface adaptée

® assurer le maintien du champ électrique

Capillaire CE Lentilles

© diminuer les effets d’aspiration
Gaz de nébulisationl Liyide d’appoint
Octopole

© utiliser des analyseurs permettant des scans rapides

Gaz L
de séchage # ¢

F\] Détecteur

Capillaire MS

Zone de fragmentation | . .
(«up-front» CID) Lentilles Quadripole

# + 7

Pression atmosphérique Vide : 1 Torr <102 Torr <105 Torr

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
UV- Vis 1013 -10-16 10°-108 Universel
Possibilité d’'information spectrale
Fluorescence 10-1° - 1017 107 - 107 Sensible
Requiert souvent une dérivatisation
Fluorescence induite 10-18 - 10-20 1014 - 10-16 Extrémement sensible
par laser Requiert souvent une dérivatisation
Cher
Ampérométrie 1018 - 10-19 1010 - 10-M Sensible
Sélective mais seulement pour
analytes electroactifs
Requiert une électronique spéciale
et des modifications du capillaire
Conductivité 10-15-10-16 107 -108 Universel
Requiert une électronique spéciale
et des modifications du capillaire
Spectrométrie 1016 - 1017 108 - 10-° Sensible
de masse Informations structurales

Détection indirecte

10 - 100 moins qu’en direct
(UV, fluorescence, ampérométrie)

Universel
Plus faible sensibilité qu’en direct



Optimisation de la sensibilité

1. Deétection par absorbance indirecte
2. Préconcentration en ligne avant separation

3. Isotachophorese (ITP)



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



INFLUENCE DE LA MOBILITE DU CO-ION L'EF

DISPERSION ELECTROCINETIQUE
mi_= mMA
Profil symétrique

independant de la
quantité injectée

¥ x

i : soluteé
A : co-lon de l'électrolyte



ON-COLONNE : MODE INDIRECT

chromophore pK, Mg, (10°cm?/V.s) €514 (L/mol.cm)
Imidazole 7,15 52 5000

Pyridine 5,25 51 1800
Créatinine 4,83 37,2 9200
Ephédrine 9,54 30 7000
Naphtyl-1-amine 3,92 17 50000
chromophore Mg, (10-°cm?/V.s) A (nm) €514 (L/mol.cm)
Chromate -56,7 254 5000
Pyromellitate -52,8 214 23900

Sorbate -33,3 (a pH6) 253 25000

Phtalate -41,2 196 37160

Benzoate -26,7 194 44480



ON-COLONNE : MODE INDIRECT

ANALYSE DE THACES D'ANIONS ORGANIQUES ET INORGANIQUES

ppb

chlorure: 3,5

sulfate: 4,8

nitrate: 6,2

oxalate: 5.0

fluorure: 1,9

: formiate: 5,0
B phosphate: < 2
g - 5 acétate: 5,0
5 & : propionate: 5,0

3.048 cxalata

3 416 fo=lata
3. 444 E2Ol--

3,341 ¥~

2.9%3 ¥od-
3.583 koataka
213 FPmepiozaba

282 Az=. ©

i

A.576 BCOI=

Hinutas

Capillaire en silice vierge, 75 um x 60 cm (détection, 52 cm)
Electrolyte: chromate de sodium 10 mM, modificateur de flux, pH 8
Tension appliquée: - 20 kV. Détection UV indirecte, 254 nm
Injection electrocinétique (5 kV, 45 s)
Echantillon additionné d'octanesulfonate 75 uM
G. Bondoux, 1995.



Préconcentration en ligne avant séparation €lectrocinétique

ESPECES NEUTRES HYDROPHOBES

« Extraction en phase solide
(capillaires remplis, capillaires non-remplis)
Elution hydrodynamigque ou électro-osmotique
Separation sous forme lonisée par eélectrophorése de zone

» Amplification du champ électrique

En milieu de faible conductivite
Séparation sous forme neutre par chromatographie électro-

cinétique micellaire

» Amplificalion inverse du champ électrique

En milieu de forte conductivite
Séparation sous forme neutre par chromatographie électro-

elnétique micellaire



Préconcentration en ligne avant séparation €lectrocinétique

ESPECES IONIQUES

« Amplification du champ electrique

En milieu de faible conductivite

Séparation par electrophorése de zone

+ |sotachophorese
En milieu de conductivité moyenne ou élevee

Séparation par électrophorése de zone



Préconcentration en ligne : extraction phase solide

PAROI INTERACTIVE HYDROPHOBE

Application aux herbicides

PTFE

[

7l
i,

4

-

AN

Capillaires en silice fondue
50 um d.i., 375 um d.e.

greffé C18 vierge
longueur, 20 cm lengueur, 30-60 cm
PROTOCOLE
Lavage : acétonitrile, eau
Injection : hydrodynamique, échantillon dans eau ou
électrolyte, volume introduit : 100-120 nL

Lavage : tampon phosphate 10 mM, pH 6
Elution : hydrodynamique, 50 % acétonitrile dans tampon
) phosphate 10 mM, pH &
Séparation :  électrophorétique, tampon phosphate, V = 15 kV

détaction :

Uy 220 nm

Lo LR S

Pook Halghh

1] Bl i i4 ] 1Y

Cisple Contantrifien | p piml)

- factaur da
préconcentration ; 15-35

Z. El Rassi et coll, 1992,



Préconcentration en ligne : extraction phase solide

EXTRACTION EN PHASE SOLIDE APOLAIRE
Application aux protéines

PROTOCOLE

Injection:  hydrodynamique, échantllon (milieu aqueus)

Lavage:  electrolyte aqueux

Elution: ~ hydrodynamique, 30-50 % acétonitrle dans

T e

. : défection: UV, 200 nm
separation ——

T3umdl, x 375 um de,

ammx 280 um d.i. x 610 um d.g,



Préconcentration en ligne : extraction phase solide, application

RATION DES ISOFORMES MT1 ET MT2
2EPA "DE LA METig;_L.gTHIUNElnE

Extraction en phase solide apolaire en ligne

En absence de prétraitement "

Capillaire de séEparation, sl
75 pm d.l. x 57 em (détectlon, 50 cm}

Elactrolyte : tampon borete 100 mM, pH 84
W = 30 KY. Détection UV, 200 nm

Iinfection hydrodyoamigLs

LTI
LIT-3
i
sy i e
|
[ i 1 ¥ L .
] ) “E 14

| - &
E:hanl[nu.n Injection hydrodynamiqus, 27 ul
Elution : hydrodynamigue, 33 % acétonitrile dans tampon phosphate 15

mfd, pH 2,5. Séparation : tampon phosphate 20 mbl, pH 7

Mroitarn 208
;
&

Tiera fesin )

Avec prétraitement

Ahenteren {70 ns|

T [rren, |




Préconcentration en ligne : extraction phase solide, application

Extrait de foie de mouton

en_absence de prétraitement avec pretraitement
F=HI 2 5 e N L=
E::.s L - L=
2 |
R nj* T
E e "I urlw U | 1
e ""II i g R T :Il.-:q Tirra (it )

| L k =

Injection hydrodynamique, 54 uL ; élution et séparation : comme cl-dessus
J. H. Beattia, 1935.



Préconcentration en ligne : amplification du champ électrique

Conductivité de la - Conductivitée de
zone echantillon Iélectrolyte
(Ko ) ()

Champs électriques

AE = — i
o + __ L
o e - %o c
il Lﬂ -
Eo : E
W W
El:h__. ack
-~ L{= f——
EIII - P
E Ko

Limitations
= Dispersion axiale (en présence délectroosmose)
= Effet Joule

Conditions optimales (injection hydrodynamiqgue)
= Tension faible
= B =« K/ Kpg = 10
= Wolume injecte : x 8 & 10

— fTactewr de préconcentration: a 10



Préconcentration en ligne : amplification du champ électrique

B minuta injection wilh purée waber

Abcorbanoo (and, upit)

B minula Bpjection with 125 mk bodier

I, .

Absorbancy @l unils)
u
i

|

5 5 E minute injectionm with 100 md4 buller
o
- K
g2
=
e
2 "7 1 1 2
£F
L T T 7 T T e —
[ ] 18 iz id 18 -

Migration time (min.)

Capillaire : 78 pm d.i. x 100 cm (détection, 65 cm)

Electralyte : tampon MES-His 100 m#M, pH 6,1
W = 30 kV. Détection UV, Z65 nm
Injection hydrodynamigus par gravité {(Ah = 15 em), volume = 100 nL
Echantillon ; 1 : PTH-Arg 3,6.10-5 M ; 2 : PTH-His 3,6.10-5 M ;
[ : impuretés ; SP : sclvant échantillon

R-L. Chien et caoll., 1991



Préconcentration en ligne : amplification du champ électrique

Injection électrocinétique

+ Injection lectrocinétique {5 kV, 10 §) de I'dchantillon dans I'dlectrolyte

i

¥ 60

Sl

XN

O,
L 1

5 L
g §
Tiss [alRd

» Injection dlectrocinétique (5 KV, 10 5) de I'échantillon dans l'eau

(54 A xts

'.:I l' . ‘-': - 11
Tlaw imiad
+ Injection d'eau par gravité puis injection électrocindtique (5 KV, 10 8] de
I'échantillon dans ['eau

i 40 X 60

Via lutnd

Canllre; llce viergs, 75 ym . 100 cm (détection, 75 ¢m)

Flyetolyte; tampon NESHIS 100 o 62
mmﬁwa (V : détecon LV 254 am

enifcalon; & PTHA 5. 8 1 B: PTHl 54075 1 C: marquenr
Agulre
(Rl Chian t coll, 1981)



PRECOMNCENTRATION ERN LIGMNE
DE GRANDS VOLUMES
PAR AMPLIFICATION DU CcCHAMNMP ELECTRIQUE

(solutés anioniques, capillaire en silice wvierge)

Iniection hydrodynamigue > S Sl | £
Imjec b Ay na o ue s s TCF)

e - Electrolybe
= I iy Lidlcs ry ofem S i Eeln
1 5‘&! oo Eii il

Elimination de la zone de faible conductivite par
inversion de polarite

Saparation dans les conditions classiques

A. L. Cchien, D. S. Burgi, 1992
1. Slbert, L. Debusschare, . Demesmay. d. L. Roocc=, 1297.



L’Isotachophorese (ITP)

__}!"A. . Lk r‘\h \1
o ‘I"JC."' ':; : ‘ "-.a':r
NR]
Ks XX I y
K=" I
KT
- -
@ T €

AT STATICNMNAIRE,




L’Isotachophorese (ITP)

Elecfrophorese de zone

0005 1

|

A

”{1
/UWJ

e T
&

¥ $I I I

V.

AT

V=054l

| -caséine 5 pmol / L

Capillalre sflice vierge, modifié PEG, 100 um d.i. ¥ 60 cm (detection, 50 ¢m)

: bitaine 50 mM - acétate 50 mM, pH 33
Tension_appliquse; 20 kY ; ditection UV 200 m,

lsotachophorese - électrophorése de zone

V=051

a-caséing 15 pmal / L
e

it

ot tmcac a8

[l.[{l}:l:"\\_‘ﬂ ] ‘ d !
| '“L*eri'fwﬁ%
S A S A

[P : LE ; acélate d'ammanium 50 mi
TE ; béteine 50 mM - acétate 50 mM, pH 3.3
EZC : électrolyte : bétaine 50 mM - acétate 50 mM, pH 33

C. Schwer, 1993,
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Analyse quantitative

Détecteurs de concentration

A= IRéponse.dt

h = Réponse max




Analyse quantitative en CE

En électrophorése capillaire,
chagque composé aura sa propre vitesse :

Vcomposé = Veo + Vep,composé

A (Aire du pic) dépend du temps de migration

de la géométrie du capillaire

A =A

corrioée.composé ~

It

composé’ *miaration.composé



Exemple de 2 composés présents de fagon équimolaire dans une solution
et présentant des € trés proches (énantiomeres,...)

A

o
2 3 4 5 © temps (min)

tmigration (MiN) surface (%) surface corrigee (%)

A 3,010 0,3065 0,5065
B 5,205 0,6935 0,4975
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CIEF

AT A
S

— -
SR LFLE A o At

L, o, K
~ i L k % ——
PH, =1 e, - - L PH
| . T
i
@ g9 i =
g | L0 i

| o o

CARACTERISTIGUES
Séparations d'ampholytes

Migration dans un gradient de pH, en absence d'électroosmoss

Trois électrolytes differents 1

Witesses de migration décroissanies

Existence d'un &tat stationnaire

Effet de concentration, fronts de saparation &troils
l Limitations : instabilité du gradient de pH

convection

Résalution : a{pl) - 0,05 pH



CIEF

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

Ampholytes porteurs de conductivite uniforme
(Vesterberg, 1966)

Electrolytes & gradient de densite
Gels de polyacrylamide de faible concentration

Gradients de pH immobilisés
(Righetti, Bjellquist, 1982-83)

Tubes capillaires



CIEF

ELECTROPHORESE BIDIMENSIONNELL E
(couplage IEF - PAGE)

Séparation des protéines selon
leur point isoélectrique et leur masse moléculaire

1ére dimension
IEF en gradient de pH immobilisé

Conditions classiques : gel minca de polyacrylamide, 20 x 0,15 cm
T = 3-4 %, C =~ 0,3 % ; pH 3-10

uréa B M, DTT 10 m,

CHAPS 1 % ou glyceral 5 2%
Quantité d'échantillon protéique : 100 ug

(1-5 mugml)
Durée de la focalisation : 16-20 h

Etape intermédiaire
Elimination de l'urée et des ampholytes
Dénaturation

Conditions classiques : tampon TRIS-phosphate pH ~ T,
glyceral 40 %, DTT 60 mM, SDS 3 %

2eme dimension
electrophorése de zone en milieu dénaturant

Conditions classiques : gel mince de polyacrylamide,
20x 30 x 0,15 cm '
(T =15 %, C = 0,3 %)
tampeon 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

SEPARATION DE PROTEINES PAR
FOCALISATION ISOELECTRIQUE

w—

A

J‘f

[ %]

5

“L“-.u: |

10

20
Time (min)

30

40

Capillaire greffé polyacrylamide,
Injection du mélange dans une sol
Focalisalion: V = 25 kY / 20 min

anolyte: H3PO,4 150 mM.; catholyle: NaOH 50 mM.
que; Catholyte: MaCl JOmM., NaOH 20mM.

Mobillisation: anelyte identi
IdentiTication: (1) myoglobi

ne { coeur de cheval ), pl = 7.2
{2) myoglobine ( coeur de cheval ), Torm
(3) anhydrase carbonique B, érythrocyte
(4} anhydrase carbonique B, &
{(3) p-1actoglobul ine A, pl =51

Tapmdi. xS57 em détection, S0 cm I,
ution d' amphaline LKB, pH J5=-10, 24K

e désamidée, pl = 6,8
humaine, pl = 6,6
rythroecyle bovine, p| = 3,9
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Conception

des systemes miniaturisés

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

email: yfrancois@unistra.fr
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U-TAS
Electrophorese MEKC, CEC,..
Détection: LIF,
MS

Electrophorese
capillaire de zone



EFFETS D'ECHELLE

Microfluidique: régit typiquement les écoulements dans les laboratoires sur

puce.
Canaux de diameétre inférieur a la centaine de microns ou volumes inférieurs

au L.

FORCES DE SURFACE IMPORTANTES ET SOUVENT PREDOMINANTES

C Interactions de Van der Waals (associées a des surfaces
chargées en présence de solutions ioniques)

c Tension de surface (interactions liquide/liquide ou liquide/gaz)

On peut retourner un microsystéme. L'eau reste accrochée a la
surface !

Les traitements de surface ont plus d’influence que la gravité!

Dans ces écoulements: pas de TURBULENCE et les mélanges se font par
DIFFUSION.

Les gouttes gardent leur intégrité et les bulles se comportent comme des
obstacles dans les canaux.



MICRO-CE

électrolyte

échantillon poubelle

‘ électrolyte

Dispositif en croix



TECHNOLOGIE « DURE »: SILICIUM

DEPOT DE RESINE

v

/4

DEVELOPPEMENT

P
P <«
<«

COLLAGE GRAVURE




GRAVURE

GRAVURE ISOTROPE: se développe indifferemment dans les 3 directions

Ex: cavités sphériques o
HF/HNO,/CH,;COOH pour le silicium

HF pour le verre

GRAVURE ANISOTROPE: se développe préférentiellement suivant certains plans
cristallins

Température®C
120 10090 80 70 60 50 40 30

g OH pour le silicium
:Q.Q\ E0=0,33 eV ;
> ::.5 i erre = amorphe » pas de gravure
1ot : nisotrope
< By = 0,40 eVA
IS e <100>
qf,' 10° "\,.\
S Y
E
(@] }\
o) E, = 0,52 eV —
o <111>
2 10 :
o A =,
Structure cristalline N
du silicium s s
\\ Ex: cavités a facettes
102

25 26 27 28 29 30 31 32 33



GRAVURE

Pulvérisation

|

ANI§OTROPE
100A/min

Gravure par action physique

du flux d’ions incident

Cible placée sur la cathode

lons accélérés par un champ

électrique

Chimique
@

\

ISOTROPE

Gravure par action chimique
d’espéces réactives

Diffusion des espeéces réactives
vers la cible et adsorption

Réaction avec le matériau-cible et
formation d’'un composé volatil

SFg, CF, » SiF,
(gaz volatil)

Physico-chimique

\J

ANISOTROPE
1000A/min

fravure par action chimique
‘espéces reactives

assistée par le bombardement d’ions
¥ RIE (Reactive lon Etching)




TECHNOLOGIE PLASTIQUE : PDMS (polydiméthylsiloxane)

Polyméthylméthacrylate (PMMA)
Polycarbonate
Polydiméthylsiloxane (PDMS)

Polytetrafluoroéthylene



MICRO-USINAGE

ABLATION LASER

PHOTONS

ABLATION

SUBSTRAT




REPLICATION

MOULAGE
(ex : PDMS)

- Agent réticulant
+T (70°C)

Hression +T

(>T° de transition
vitreuse)

Pression + T (170°C) MICRO-INJECTION
MATRICAGE (ex : PMMA)
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» Plasma d'O,

» Traitement de surface (polyvinylpyrrolidone, poly-L-lysine,...)

Sans traitement de surface Avec traitement de surface



Possibilitées de séparations multi-dimensionnelles

B1




Intégration des différentes etapes de la chaine analytique

Echantillon

S

«« Purification '+ Concentration  +« Dérivation/Réaction <+ Séparation (s) -« Détection

..>



MICRO-Chip: Injection

Volume fixe = volume de rintersection

« Pinched » injection

électrolyte E, électrolyte Epur
uftrer

uffer

1 |
Esample l Ewaste Esample Ewaste
échantillon poubelle échantillon poubelle  / & 7V i TTT77
| =) B —
Eanalysis l Eanalysis injection non injec_:ti_o;_t;iaisée
biaisée
électrolyte électrolyte
Loi de Kirchhoff (loi des nosuds):
A une intersection, la somme des courants est nulle
Chargement Injection + Analyse
Esample + Ebuﬁer + Eanalysis= Esample + Ewaste + Eanalysis =
E

waste Ebuffer



MICRO-Chip: Injection

Volumes entre 10 et 400 pL

« Gated » injection

échantillon
Esample
électrolyte poubelle
Ebuffer Ewaste
Eanalysis
électrolyte

E1+E2=E3+E4

échantillon
Esample

électrolyte poubelle

-)

Ebuffer Ewaste
Eanalysis
électrolyte

Chargement

Esample < Ewaste ou Ebuffer 2 Eanalysis

Injection

E

sample 2 Ewaste ou Ebuffer < Eanalysis

échantillon
E

sample

électrolyte poubelle
-

Ebuffer [ ]

E

analysis

électrolyte

Analyse

E +E
Ebuffer

+E

sample waste analysis —

waste



MICRO-Chip: Injection

Contributions extérieures: o2, = 6%, 10

col ext

Dispersion qui dépend du volume injecté Injection: c52inj" Vzinj

Source de dispersion non significative sauf dans le
cas de séparations extrémement rapides



Préparation de I’échantillon

Traitement de I'échantillon

A 4

Off-chip

Broyage
Dissolution
Elimination des
grosses particules

A 4

On-chip

’

Lié a la séparation
Purification

Lyse des cellules

v
Lié a la détection
Dérivation

Traitement biochimique
(amplification, digestion
enzymatique, ...)

Préconcentration



sable
bactéries
levures
erythrocytes

protéines
(albumine)

virus

colorant
synthétique

ion métallique

diffusion

microdialyse

percolation

104 103

102

|
10-

Diamétre (um)

|
100

|
101

102

103



Dérivation de I’échantillon

Conception Voltages de
de la puce la puce

iﬂ oo [ro.5RY] [10.5 ]
L 1

é cunlwEm SW I_.. 4_|

Sagen” T
Dérivation pré-colonne © v

i 1.0 HV—— ———10.5H
(« gated » injection)

Injection J

Séparation

Détection —

&
= Jraer]
5
6[; — i +0. THVI
7 " Injection
S

Dérivation post- @ +1.0 HY| 0 HY
colonne — —
(« gated » injection) Séparation l

Détection —*
&9 Réacteur O HY-

O
=
+—




Les limites actuelles: Détection

Les détections optiques: A=E | C

2 =\/2
6) Ce"_v cell C____“ J Farstomiaitipll er fiks
ORI Sl i Msleh (6L
i . — /r/ 10 rwn Barsi-peass [Fen
Fluorescence induite par laser = P cie
Permet de focaliser la détection sur une = s ——— —
. . , N 13 mm e |

largeur de 5-20um voire inférieure a |, — = % A—
ml—'“.r'-J Plcrcese e S|t
% /Saparatinn %;: CEchim

Ar*: dgxe = 488nm A =

He-Cd: A_..= 350/ 442nm

exc

Nécessite des substrats optiquement transparents : verre, quartz, gques plastiques



Détection par fluorescence

Laser \ Miroir
CHIP ,/ Lentille

L

./ \.
@ Microscope
T
\
\ /
Y;
—
I\
mmmammmm Filtre
I\
/ \
4 \I )
| PMT
- /

Laser \ Miroir

CHIP
Micrposcope
Miroir f
‘;_ ,' Miroir
! dichroique
A
Filtre I
I\
/ \
PMT |

o J




Fluorescecne intensity (arb. units)

Fluorescence intensity (arb. units)

48- Séparation de nitroaromatiques
464 et de nitrosamines en MEKC
4.
4.2-
4.0—1
s L. E— u-Chip L=65mm
A 10 20 30 40 50 60 o
" Time (sec) / Capillaire L=50cm
o
e e £ ?,_Wﬂwﬂw
| sl r“’ ;] i;ﬁmi ?f ??ES?P i J Electrolyte:10mM borate de sodium,
? sg A %; Vg%—'lj 10 50mM SDS
i 7
B } § 9_ Détection: Fluorescence inverse
6
s 1=TNB, 2=DNB, 3=NB, 4=TNT, 5=tetryl, 6=2,4-DNT, 7=2,6-DNT,
8=2-,3-,5-NT, 9=2-Am-4,6-DNT, 10=4-Am-2,6-DNT
2
1
- T T T T T
15 20 25 30 35 Wallenborg S. R. et al. Anal.Chem. 2000, 72, 1872-1878.
(B) Time (min) Wallenborg S. R. et al., Electrophoresis 2000, 21, 3257-3263.



Les limites actuelles: Détection

Spectrométrie de masse

ESI-MS
Agilent * %
- - ¥
Ly - - RF tag & |- r

Ill S—

F

Nano LE calumn g Ennchment calumn,

— capillaries, fitings,
Trits
—_

Electrical
contagt —_—
Manospray tip, tip

— nssambly and fittings

'|-|-|_|_|_|__-r

MALDI-MS

Moins populaire

En développement : ROACHE « Rapid Open-Access Channel Electrophoresis »
C Les analytes sont séparés dans des canaux ouverts.

La matrice est ajoutée a I'électrolyte avant la séparation.

A la fin de la séparation, un pulse laser conduit a l'ionisation des analytes qui sont alors
directement dirigés vers le MS



Les limites actuelles : Mélanger!

FAIBLES NOMBRES DE REYNOLDS: ECOULEMENTS LAMINAIRES

S

Melangeage par diffusion moléculaire Création de recoins

Contradictoire avec la notion de miniaturisation!

Creéation d’un écoulement chaotique

UL LI L EPLOR UL
17l
4
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i
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100um_ 3
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