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

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

d'aprés J.L. Veuthey, Univ. de Genéve
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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"

Une grande famille

Electrophorese

d'aprés J.L. Veuthey, Univ. de Genéve
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Pas de phase stationnaire

@ instrumentation : pas de pompe, pas de vanne d'injection

»MINIATURISATION

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

@ faible SENSIBILITE DE DETECTION



Dispositif expérimental
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d'électrolyte %

générateur haute tension

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

Différences de potentiel : 10 - 40 kV
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Introduction électrophorése capillaire

Principe

+ | -

Injection Détecteur

= | M

Générateur de tension

Electrophorése

Fe=qE

q: charge de I'ion
E: champ électrique

Fg: force 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.
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Electroosmose

Surface du capillaire chargée + Neutralisation par les ions

de signe opposé de
I'électrolyte
|

DOUBLE COUCHE

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

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

» déplacement du solvant qui a lieu sous I'effet de I'application
du champ électrique

BILAN

Uapp = Heo + uep
> capillaire de silice:

Profils d’écoulement

HPLC

FLUX HYDRODYNAMIQUE : profil parabolique

099 0g0g
POMPE mmEp
YY) 000‘000

CE FLUX ELECTROOSMOTIQUE : profil plat

C EFFICACITE ELEVEE

Flux électroosmotique

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

eCE

Voo = —— -

4mn

¢ : potentiel zéta
£ : constante diélectrique du milieu

7 : viscosité de la solution

Ordre de grandeur : de 0,1 & 1cm.s™ pour des champs de I'ordre
de 1500V.cm-t.

Efficacité de la séparation

C Elargissement de bande selon le modéle de Van Deemter

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

H=X+B/u+}u

H.

opt [

Chemins préférentiels (A): |
>
D8 Uopi
=)

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

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

Modifier la surface, POURQUOI ?

Séparation d’anions :

Heo
Heo H, Heo
’- —_— - —
-— —_
l’lapp “app
+ détecteur
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Modifier la surface, COMMENT ? BILAN
p'app = Heo T “ep

» surface chargée positivement

TSR HEEES

» Présence d’additifs dans I'électrolyte

» Greffage chimique Heo

1- activation de la silice par un réactif de silanisation -

2- greffage par des groupements fonctionnels Heo Mep ' Heo Hep
- v — -

» Immobilisation thermique

Heo .
—

Autres additifs Greffages permanents

pY .
N (N HPMC - Par liaison covalente Silylation
(0—CB~CB OB oH, }
CH;

HO—CH " ocH,
CH. . CH;0—Si-(CH,);-0-CH,-GH-CH,
PEO Ho—ch S im \/
o4, PVA T
‘ A 1-GPTMS

Silylation et polymérisation

Triton X-100 l l ;

Brij-35 o b

Tween 20 Acrylamide
n=9,11,15 - Par immobilisation thermique Alcool polyvinylique (PVA)

LRGN

so. Hydroxypropylméthylcellulose (HPMC)
/NN 8B

Insolubles dans les solutions aqueuses aprés chauffage

Modifier la surface, COMMENT ? Influence du voltage

Table 1. Comparison of separation efliciencies for differeat e “ L:1m, 25um id, Limitation : Puissance diSSipée
capillary coatings* ol V:-28kV, 0.1 M

Pesxblen are o M HCOOH, 20 pg inj. p ACr2\2
1 Leu-enkephalin 556 62 000 185000 332 000 =

2 Glu-Fibrinagen 780 38 000 185000 330 000 e

3 Substance Pay 548 76000 249000 505 000 e L L2

4 Cholecystokinin » 418 49000 273000 312 000 o =

5 Substance P, 553 20000 355000 335000 a ! !

6 Angiotensin [ 433 31000 230000 237 000 18

7 Valyliy Angiotensin [Il 442 26000 152000 152000  Pelybeees 1 | q

8 ACTH, 482 50000 L1000 256 000 11 . Hai

H POl MBPo 55 IR 1 v T o o T =56/ | 3 s 1) L : longueur du capillaire

r : rayon du capillaire

C : concentration de I'électrolyte

3 b A : conductance molaire de la solution

i capillaires de faibles diametres

Rapid Commun. in Mass Spectrom., 1997, 11, 307



AMELIORER LA SELECTIVITE

Composition de
I'électrolyte

Solvants non-aqueux «———

PAGE

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

MEKC

EKC:

—— cyclodextrines,...

\

Electrochromatographie
(CEC)

Influence du pH sur la paroi du capillaire : peo

Capillaire de silice

Moo (x 108 m?V-ist)

pH

augmentation de ¢

Facteurs affectant la mobilité électroosmotique

o : densité de charge a la surface du capillaire
1 : viscosité de la solution
8 : épaisseur de la double couche

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

pH, solvants organiques
[l Nature du capillaire

[l Température

Facteurs affectant la mobilité électrophorétique

¥ o+ : modification de lintensité de la charge portée par

les espéces

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

M zjout de modificateur organique

. température

Notions de pK,

LH o H* + L

avec pK,= pH - log

1

PPy

charge

PKa6  pKad PKa2 PRy
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Tampons couramment utilisés en électrophorése capillaire

Solution tampon

Phosphate
Citrate
Formate
Succinate
Acétate
Borate

Tampons zwitterioniques

MES
HEPES
TRIS

Influence de la force ionique

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

pK

212-7.21-12.32
3.06-4.74-5.40
3.75

4.19-5.57

4.74

9.24

6.15
7.55
8.30

lorsqu’on augmente la concentration de I'électrolyte

Tampon phosphate

(0.025-0.2M, pH 2.4),

Vi 30 kV, Ld: 0.5 m.

: Bradykinin

© Angiotensin 11
TRH

LHRH
Bombesin,
Leu-enk
Met-enk.
Oxytocin
Dynorphin

LONQURWNE

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

an]

Influence du modificateur organique

b EE 2R S

S0um Capillory g
3
v

? @

BRI [L!u
L “ g

BIVIRE .
kg Iy osoon
WG oL s
150 T

il
L I

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

Acétonitrile --
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Influence de la force ionique

o : densité de charge a la surface du capillaire
1 : viscosité de la solution
8 : épaisseur de la double couche

C 8 = K.(eT/ZCzA)1?

Influence du modificateur organique

Polaires (¢ >30) Apolaires (¢ <30)
Protiques Aprotiques Protiques Aprotiques
ACN
Eau EtOH THF
DMF
MeOH ProH Dioxane
DMSO
> Influence la mobilité et/ou les constantes de dissociation (pK,, paires
d’ions,...)
AMELIORER LA SELECTIVITE
Composition de MEKC

I'électrolyte

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

PAGE Electrochromatographie
(CEC)
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Intérét des milieux non-aqueux NACE
v faibles courants 1 A (MM 135) 3
2 MA (149) 45
3 MDA (179)

“+augmentation des diametres des capillaires

N - 4 MDMA (193)
L semi-préparative

5 MDEA (207)

25 mM ammonium formate

i=103 MeCN
< augmentation de I'efficacité (N/t «ce/n?) =103 pA 1 W fermic acid
2 Tris-phosphate 50 mM 1 4
2| &M Aqueous buffer pH 2.5 Ve30kV 3
eau 88,2 6924 w 5
méthanol 22,7 552 5 52 78 17 in 21
NMF 110,3 20075 (=50 uA
acétonitrile 1103 4136 e

v modification des sélectivités

v meilleure compatibilité avec la spectrométrie de masse V=30V
v augmentation des solubilités (ex: cyclodextrines)

Chromatographia, 2000, 52, 403-407 0.6 0.7 0.8 0.9 1

NACE Plan du cours
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B}
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,* 4'3 Mesure des surfaces de pics
(B) méthanol/acétonitrile/acide acétique (50:49:1) dans 20mM CH;COO", NH,*

ol, 4 5 morphine, 6 hydrochlorothia:

d fe benzoique, 8 acide
cinique, 9 probenecid, 10 chlorothiazide, 11 acide phény

hacryniq

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

DETECTION

LES PLUS COURANTS:
» détection
» détection par

» détection par Détection

OFF-COLONNE

Détection
ON-COLONNE




