Electrophorése capillaire

|
[1 Mode de separation — vue d’ensemble

En solution libre (CZE)

N | = Mobilité libre dans une solution électrolyte
| L] e Rapport charge/masse

Isotachophorese (CITP)

" | = Différence de conductivité

| 0 - Bandes adjacentes de meme vélocité

Séparation par pl (CIEF)

amphoiyte + @ Différence de pl
Jacchantllon o Bandes focalisées a leur pl nécessite

| [ ] -\ mobilisation.

Gardient de pH
EC avec gel (CGE)
] « Différence de Mr, tamisage moléculaire

s, Pk = Dénaturation des proteines

EC en milieu micellaire (MEKC)
2| = Interaction avec micelle ou additifs en solution
= = Séparation basee sur différences de partage

e
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Electrophorése capillaire

[0 En solution libre — sélectivité et utilisation
d’additifs

Choix du tampon doit considérer:

e Bonne capacité de tampon pour le pH d’intérét
e Faible absorbance a la longueur d’onde utilisée
e Faible mobilité (minimiser haut courant)

opH

« Agent chiral

e Solvant organique

 Modification de la paroi du capillaire

CHM 3102



Electrophorése capillaire

[1 En solution libre — tampons utilisés

pK, pK,
Phosphate 2.12{pf~(“|] Phosphate 7.21 (pK, ]I
Citrate 3.06 i.'pK__!I] TES 7.50
Formate 3.75 HEPES 71.55
Succinate 4.19 (pK, } HEPPS 8.00
Citrate 4.74 (pkK, } TRICINE 8.15
Acetate 4.75 £ Glycine amide, 8.20
Citrate 5.40 (pK, ] hydrochloride
Succinate 5.57 (pK, l Glycylglycine 8.25
MES 6.15 TRIS 8.30
ADA 6.60 BICINE 8.35
BIS-TRIS propane 6.80 Morpholine 8.49
PIPES 6.80 Borate 9.24
ACES 6.90 CHES 9.50
MOPSO 6.90 CHAPSO 9.60
Imidazole 7.00 CAPS 10.40
MOPS 7.20 Phosphate 12.32 {pK, )
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Electrophorése capillaire

[1 En solution libre — tampon de I’échantillon

Echantillons digerés en présence de différents dénaturants

mAL 7 mAl 7
Running buffer 30 mM phosphate, pH 7 ] @ 10 mM phosphate (© S0mM HEPES
Effective capillary ] B
length T0cm i 6 | ¥~ HEPES
Internal diameter 50 pm 4] ]
Electric field 314 Viem .
Current 19 ph 21 9]
Temperature 5°0 0] 0]
Injection 200 mbarx s
Detection 200 nm/16 nm bandwidth 6 8 10 12 14 16 18 20 B 8 10 12 14 16 18 20
mAU - ®) Time [min] mAU ; @ Time [min]
g 10 mM phosphate + 4 M Urea 10mM phosphate + 4 M GuCl
61 125
i Urée/' i
= ?-g- MM\A
2_ 5
2.5 1
U' |:|
6 8 10 12 14 16 18 20 6 8 10 12 14 16 18 20
Time [min] Time [min]

Heiger, Grimm, Herold — Application note Peptide mapping using CE
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Electrophorése capillaire

[l En solution libre — force ionique

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

OCO~NOUAWNEPRE

“Ta50um '..41..1 llary 0.200M

: Bradykinin

- Angiotensin 11
: TRH

: LHRH

: Bombesin,

: Leu-enk

. Met-enk.

- Oxytocin

: Dynorphin
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Tech. Prot. Chem., Il, 3-19 (1991), Acadamic Press
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Electrophorése capillaire

[1 En solution libre — force ionique

Séparation d’un digest trypsique m

de BSA en tampon phosphate

Conditions: Phosphate buffer pH 7, W = 25k,
i=19, 36 and 71 uh, respactively, 10 mi
=50 cm,L=585cm,id=>50um,
od = 375 um, BSA concantration
=2 mg/ml, injaction = 100 mbar s

= Aug. de N et R avec la force ionique
e Aug. courant (9 a 71 mA de 10 a

100 mM) et dissipation de Joule 50 mM
e Nécessité d’'un compartiment a °T
controlée
100 mh

HPCE — An introduction
D. Heiger

6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

Time [min]
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Electrophorése capillaire

[1 En solution libre — pH

Effet du pH sur le flux électro-
osmotique (v,,) du tampon

CHM 3102



Electrophorése capillaire

[1 En solution libre — pH

Séparation de protéines

Séparation de peptides

A i B
| pH: 2.5 pH: 4.0
Z:1.41 |2
ﬂ Z:1.37 Z:1.02 Z: 0.46
1

! | | I
I ] H

N
"
1 | —

VL
- g 1w

a 11

s

EFFECT OF BUFFER pH ON THE FSCE SEPARATION
OF PEPTIDES. Buffer: 20 mi Citrale; B) pMH 2.5, B}
paH 2.0, Anal, Chem., &1 {1989) 1186

A | e |
k e wosrsn L "'l

1L l ‘]
|
| pH: 1.5
L acligaiinde Ly rpeea I |
' ¥ | =
3 | N
| Il | |
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LR ] i e 035 LLL A 1,141
.D. = —— —
plloam [
- I50TOd MabH Dy
' pH: 4.0
| 1
|| .1
|
]
| I | I| .-h.l" /! I'.
o PR B |
L i d i i p
[E R 0.5 10 i #h ka4 = e

LA mapd
EFFECT OF pH OMN P-"-Iﬂﬂﬂ_ln'“' SECARATIONS, Buffers,
150 mdd Phosphade 4), pM 1.8 O) pi )

Fhramataarenhdle 20 FTO8TE E8
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Electrophorése capillaire

[l En solution libre — pH et complexation

Résolution de glycoformes de I’érythropoietin

La mobilité électrophoretique, I'ordre
de migration et la résolution peuvent
étre affectés par 'emploi d’agent
complexant comme le phosphate
(H;PO,) permettant un changement
conformationel de la protéine ou de
son environnement ionique

J. Chromatogr. A, 542, 459 (1991)

k ACETIC ACID

T

SULFURIC ACID

Af_"-q_'——
0 5 10 15
TIME {min)

irmpact of acid newtralizrer any resolution of
erythropoletin glycoforms in 700 mild
acotate, pH O TO KV, 14, 120, 200 04
capillary: 20 cm x 75 pm. J. Chromatogr.,
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Electrophorése capillaire

[l En solution libre — pH et complexation

Résolution de glycoformes de I’'ovalbumine

- N4 — ilcNAc, He
La mobilité électrophoretique, ooty . SumxImESC | GleNAG, Hexg
et la résolution peUVent étre ' 100 mM borate/1 mM putrescine pH 8
, , . , 20 ng in).
affectés par I’emploi d’agent GleNAc Hexgy —
complexant comme le borate 0.008 _
permettant une interaction ' Rt
avec les oligosaccharides et _
.. , E 0006 | il
I’ajout d’'une charge — g il
supplémentaire au complexe. (il
Celui-ci permet également de £ 0004 - Il
séparer certain sucre % _;ﬁ
isomérique (Glc, Gal, Man) < AR
0,002 - i .: W
_ N"J"‘JWIWWI A e et
W
0.000 — T T T T
30 35 40 45 50 55

Anal. Biochem, 205,115 (1992)
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Electrophorése capillaire

[0 En solution libre — additifs

Additif Exemple Utilisation

Zwitterion MES, Tris, CHAPS, [0 Aug. force ionique sans aug. conductivité
CHAPSO O Selectivité des protéines

Polymere Methyl cellulose, O Reduit v

hydrophilique polyacrylamide, O Réduit adsorption

lineaire FECRRA O CGE au haute concentration

Solvant organique Methanol, [0 Reduit generalement le v,
acetonitrile

[0 Change la selectivite en MEKC et analyse
chirale

Agent chiral

Cyclodextrines, sels
biliaires

[0 Separation d’énantiomeres
O Solubilisation de composés hydrophobes

Agent complexant

Borate

[0 Séparation d’oligosaccharides et
catéchols

Amine quaternaire

Diamino propane,
polybrene

[ Paire d’ions
[0 Changement de direction de v,

Adapte d’apres D. Heiger — HPCE, An introduction

CHM 3102

11




Electrophorése capillaire

[J En solution libre — cyclodextrine

HDCH:Z//POH )

HO

5 ?}H OH OH "
[ Al

HOCH H OH
0 'DHHD
OH ay

o)
HO
D:-ri & ﬁCHJDH
£H.OH 0
CI—I QH
HOH, E:,/U(sﬂ CH, r.',n-l
OH HQ HG‘ ﬂ‘ CH OH
HOCH J f U HO 0

CH,OH

HD 9 houc HO #\CH.OH
O OH
0L OH s ,Y ks
HOCHS] > ol e HU{ CH.OH 0 460
0, OH HGHU 5 ] HOH,C OH CH.OH
| 5. HO BHHO
0 CH.OH ) OH :
CH.OH "0 : 0 HO, ek

CH.OH 0 <5 CH:0H

Secondary
hydrosyl nm

Apolar cavity

Primary bvdroxyl rim

CHM 3102
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Electrophorése capillaire

[0 En solution libre — cyclodextrine

Séparation d’isomeres D et L
d’acides aminés avec y-CD

[-Mat
=Mt

60 mM y- cyclodextrine,
) 100 mM SDS (pH 8.3),
0.01- 12 kV (47 mA), 20°C

L-Glu

U'_U u

| L |E|

| |-.‘ i Lell 1
l M-wwM-q-.LJMws gty WY R L"‘wﬁ' L,-,M

=

Tirme {min}

Y. Miyashita, S. Terabe (1990)

T T
4 b 12 16 20 24

Absorbance (mAU)

Séparation d’isomeéres du peptide
Leu-Phe avec pB-CD

LHdeuDyphe DietHphe

V4

pH 3.5, 70 mM phosphate,
36 mM cyclodextrine,
2 M urée, 25 kV)

DleuDpre

LHeuLphe
N

il JuL

10 12 14 16

18 0] 2 24
Mgration Tirre (1rin)

CHM 3102
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Electrophorése capillaire

[l En solution libre — modification de la paroi

lnbéa 2.1

surtacs moditcation aurtsce charactariuilca

Coalingd

'.-'.' i ly iy
“Il'.'l'.: Bl rechurad B :'.
:l':lf'.-ul -'-Iu..' K '|-\:|'-:'|1 -.I "'l" ':_l U, DB L.r_l'r
Polysiloaars (sutlonic add) Cathodal and ronstant EQF
Pahysilonane (quaternary aming) Anodal ECF decreasing with pH
.l:'.'- -'-,."'-

T e ] i P Y '
prmethoy slane  Ancdal EOF decreasing with pH

Buffer addithves

radupad EOI

Hr |'..|.|"' o faituca ! 1

. | :||'.||||| a CHE

B pi Emn

THLE 1 '-II.:"\..I- L} l---ulu--. o |

Ca . Ancdal EQF decreasing with pH
:I_' I |'..I:|

LR | Haduiad

gril il ! [T Ardal FaaBi] will fik

Capillary Electrophoresis: Theory and practice, 2" Ed., Academic Press, p. 34

alirtaca Madiicatlons far Capltlary Zone Electrophoresls Appllcations

Plates'm

i

O]

LA et

i
I
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i
il
[}
i
B

pH range

Hal

iR 40

k. A and Lee, ML, Separation
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 open fub

f proteins and protecditie digess of profcams

hular columns, J. Microcol. Sep., 4, 4
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Electrophorése capillaire

[0 En solution libre — Electro-osmos

Modification de la surface pour la

e anodique

+
rendre positivement chargée : :
P o o2 @ @ *
. €9 ¢ @ o
Que se passe t'il lors de @ @ v
I’application du voltage ? @ @ ¢ EO
O D@ g: ®
La migration des anions solvatés de © é;. @ @ l V
la couche diffuse occasionne un @ : e +
déplacement vers la anode, lequel @ @: @O ® @
est appellé électro-osmose anodique —_— —
Silice fondue avec cations 4 Solution
fortement adsorbés
Avantages: Zone diffuse de la double couche

avec une prédominance d’anions

Utilisation de pH acide — 2
Séparation des cations
Applicable pour la séparation de protéines

< Augmentation de la résolution R=

Compatible avec CE-MS «/ﬁ[ Au J/
_ ep

CHM 3102
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Electrophorése capillaire

[1 En solution libre — modification de la paroi

; = — : a)
Table 1. Comparison of separation efficiencies for different
capillary coatings®
Peptides mez Theoratical plates
APS Palybrana BCO)

1 Leu-enkephalin 556 62 000 185000 352 000
2 Glu-Fibrinogen T86 38 000 185000 350 000
3 Substance Fy ), 548 T6 000 249000 505 000
4 Cholecystokining 418 48000 273000 312 000
5 Substance Py 533 29000 335000 355000
6 Angiotensin 1 433 31 000 230000 237 000 b)
7 Valylly Angiotensin IIT 442 26 000 152000 152 000
8 ACTH,,, 482 G0 000 111000 256 000
9 pGlu,-MEP, ,, 459 18 000 268 000 288 000
Aminopropylsilane /
Réactif silane liaison
covalente, avec V., élevée
Polybrene c)
Garnissage dynamique
V,, faible
BCQ

Réactif silane longue chaine amine quat.
Liaison covalente, avec V., faible
Rapid Commun. in Mass Spectrom., 11, 307 (1997)

Aminopropylsilane

Polybrene

BCO

I

—

1

| 1l
|
| Y|

Ly 1m, 25 um i.d.,
V:-28 kV, 0.1 M
HCOOH, 20 pg inj.

10

it ;
e i b

13 20
b 7s
|
|
3 5 0
| || (
| . m il
k'l :: '| :| .':'! 5
I/ J .'I' L L
| WO | U L W E—
15 20
[
3
[
4 '
i '|
[ | II ]
| | 50
| | | | 9
nll 1" 1A P
1L | SR ) N W
15 20

Time {min)

CHM 3102
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Electrophorése capillaire

[0 En solution libre — préconcentration CITP-CZE

Injection de I'echantillon |4, ) de grande mobilite

+ +
U™ < Ugge

Electrolyte tampon (BGE)

Isotachophorese
MS““ > MT+ Analytes
+ BRRf '::': L Electrolyte t BGE
il I ectrolyte tampon ( ) -

Electrolyte terminal

Electrophorése solution libre

+ Electrolyte tampon (BGE) E %

L Electrolyte tampon (BGE) =

) BGE: 35 mM f-alanine, pH 3.2
J. Microcol. Sep., 2, 127 (1990) T- 50 mM HCOOH

Anal. Chem., 65, 900 (1993) Colonne modifiée avec polyacrylamide linéaire (LPA)
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Electrophorése capillaire

En solution libre — préconcentration CITP-CZE

Toxines marines paralysantes

Ry Ry Ry

Toxin

Molecular
mass (Da)

A) o

§
g

CZE

20 nL inj.

g ' ,NHMHWJMM'%&M

H H H H STX 299
H H H SOH B, 379
H Oso,H H H GTX, 395
H H OSO;H H GTX; 395 .
H O0SO;H H  SOH 475 B) e 4 5
H H 0S0;H SOH C; 475 _ nos
OH H H H NEO 315 g CZE 250 nL inj.
g 01,006 -
Oof H H SOH B, 395
OH O0SO,H H H 6TX, an 00
OH H O0S0:H H OTX, an Iy
OH OSO,H H SOH G 91 =< Qo0 th A
OH H OSO;H SOH G4 491 - e JII‘"—--*-—---W—H—--"L---‘—-—-.-&:
4 6
0 CITP-CZE
_ o | e Colonne LPA
g 250 nL inj.
1.4 pg/mL STX, NEO, 1.2 et 0.3 pg/mL GTX,, GTXS3, g D006 4 ar,
BGE: 35 mM morpholine, pH 5, L;: 0.6 m, d: 50 um g 04 |
1 ETHa I L
o002 4 ' Y
Anal. Chem. 66, 3436-3446 (1994) <M o
- E 4 5 i 1
Time {min.)
CHM 3102 18



Electrophorése capillaire

En solution libre — préconcentration CITP-CZE

A

o

Avantage:

el | i\
1

Amm?utu[ Tk i)
E
-

CITP permet de pré-concentrer
I’echantillon et d’injecter jusqu’a 50% 2s H 3

z

- - STX | 4
volqmc_—:t du capillaire (—1 p_L pour g oo o
capillaire de 1 m x 50 pm i.d.). 2 0o P o
i I h 'fll GTX
§ B0 | | l 1[‘!1"! 1 F
4 - = 1 \ iy Yy H i
Les bandes d’analyte restent focaliser amod b ik LA ——
et pres 'une de l'autre lors de I'étape o E &
C ITP. _ 0ois I.I"I |I!;
E '\' ||:
% a.010 '“.\; I".
Résolution accrue en CZE est { e Ly Y
s e - i Ll bt '4‘;:-_'.1
généralement obtenue. * 1 N i \_ A
App“cable pour mélange Complexe’ E‘lu.-i. mryﬂlufnconunmh?mzpmammmhggﬁPf
. jection I m 1 m
compatible avec MS 5 78 s Ll Goeiod cotmn (A) and for the same sample spiked with

650 pg of STX, NEO, and GTX;z 4 (B). Injection of 480 nL of the scallop
extract on a 107 cm X 50 um |.d, coated column (C). Arrow Indicates

Anal. Chem. 66, 3436-3446 (1994) gw 5TX peak in the native extract. Separation conditions as for Fligure

CHM 3102 19



Electrophorése capillaire

En solution libre — préconcentration adsorption-CZE

Capillaire de 50 um i.d.

Pour l'intro. d’échantillon
Capillaire de 50 um i.d.

e 4

/

Tube de Teflon ou
capillaire d’'insertion

Membrane d’adsorption SDB

J. Cap. Electro., 2, 224 (1995)

CHM 3102 20



Electrophorése capillaire

En solution libre — préconcentration adsorption-CZE

- 4 Angotensin 1l |
no |
Bradykinin !4
! ' g |
:1'; MH s E
= Leu-enkephalin ;:_. .
B 1000, TS % |
. ' I (t-MS1H :
i | Met-enkephalin | Iy I'_Il,l'.
B o0y R o el W Tr——
£ P
' ' LHRH
i 1l i} L | 1 o5
|J_ Bombesin trs el
i Fig. 1. Separatioz of 2 mxixtars of proteiz stendards (concentzwtion
i utieln of (1.7 pmel/jul sack) by mPL-CE. Izjectdoz voloma=1 pl. T
i 1 = . - - -
e ) i mPC-carridgs coztzimed a £, izopregnated Empors memboana.
Tirsa [l The polybrene coxted capillary bad dirme=cions of 57 cm (sffectdwe
lemgels ¥ con) X 30 pmn [T The BGE was 2 mdd NH, OAc i 5%
agaecns acettc actd. Protetms weme seooversd Srom the O, mem-
braze wich &0 nl of B0% acatomirrile in water. and &0 ol of a TSE
Y O U U = AR T S - T . of 0.5% ammoomom Eydroxide wes followed by a zons of 2440 =]
e Jm . x 74 om, separation buffer: 2 mM amm, acetate, 1% scetic acid (pH 2.9) o T . . ’ =
3 L inj. (50 pg/ml], leading elecwolyie (280 nL): 0.1% agueous NHAOH, BGE o e “":"E:"?'.:":‘:' = e mAmirase -h”.
elution buffer (70 nL): 80% CHIOH, terminator (70 0L} 1% acetic acid sepamation potntizl was —13 BV, and aoalyte datecdon wac by LT

J. Cap. Electro., 2, 224 (1995)

2t 2 wavelangth of 114 om. Protein ideptiScation: (1) caromic
a=fyvdrece, (1) myoglobiz, (3) bumen swom altvmmim, (4) lyse-
=vmm, (*) unkzown degradation product

CHM 3102

21



Electrophorése capillaire

[1 En solution libre — Résolution et voltage appligué

séparation est maintenue avec
la réduction de voltage en |
solution libre.

':.-' I'. Contunt sirenih of 25 kV
La résolution et lI'intégrité de la : l||||
|

Le bandes ne sont pas soumises = Time (miny

a une diffusion anormale bien Sweppod Nold srenge
qgue la migration se poursuivra M i il
plus longtemps. || |I

Cet avantage est utile pour S .
I'analyse par SM afin de AN Y

. . . i £ Py A i -l-.-__
maximiser I’enregistrement de v ) a2 e e T e e
spectres MS-MS. Mene {min

TP-CZE-MS analy e ol pan T N planbopharcn

ediiichag ritant fhilel gir sl iy CAS . AR e e

1] Profugl s apesct | 531 abininod tron b CITPCLE-MS-A
filiof 105 T - LAl 11T al [ i ol rylirmic ! Linck
Capillary Electrophoresis: Theory and round sleclrobrie: 3 mAl D-slariing : ':'.'-1' sarminal r 10 mM 3. M
practice, 2" Ed., Academic Press, p. 71 oematodiny el Tl g e L5 4, 0 1 5 paPYoIL. of Wikt pa gmen
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Contrairement a la LC les analytes en
EC migrent a différentes vélocités et on
doit corriger l'aire de pics
correspondants de facon a ce que la
réponse du détecteur ne soit par sur-
estimée. Les analytes de faible mobilité
seront visible par le détecteur pour une
plus longue période ce qui ne sera pas
le cas pour les analytes de grande
mobilité. On corrige ce phénomene en
normalisant I'aire mesurée par le temps
de migration.

HPCE — An introduction
D. Heiger

Electrophorése capillaire

[l En solution libre — Aspect quantitatif

Detector responsea
[arbitrary units]

0.4 - |I| a)
| ) \
oz I |
o __l L -__' | I ) ‘___r' '-__H_I
0] 40 a0
oa{ | ! f b)
| 11 11
0.2 I
1 11
0 /1 I 1 .
0 40 1=0]
Length [arbitrary units]
Peak widith )
10 e
6 — P -
-
2 | 1 gF s -
1000 2000

Migration time [s]

Réponse du détecteur en fonction du temps
(a), corrigee pour la vélocité des zones (b) et
comparaison des pics de Lys-dansyl a
différent voltage pour la meme quantitée
injectée avec (*) et sans correction (0)

CHM 3102
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Electrophorése capillaire

[1 En solution libre — Aspect quantitatif

Area (arbitrary units)

Comparaison de la reponse du 100,000 - »
détecteur en utilisant la hauteur de a YA

. , - 60,000 1 r'e ~
pic et I'aire correspondante. La — E ~
hauteur de pic est généralement 0o0] T .
dépendante des phénomeénes de oJaeer
stacking entre la conductivité de ot e 8
I’échantillon et du tampon. Ces Peak height (arbitray units)
differences peuvent affecter la il o
hauteur de pic mais pas son aire. 6000 - d .

10 F v
Cette derniere est donc plus wo |
reproductible pour des fins de a00{ ¥/
quantification. 0 .
0 2 4 i g 10
Injection ime [s]
HPCE — An introduction 1 = mesityl oxide, 2 = phenylglycine,
D. Heiger 3 = mandelic acid, 4 = benzoic acid

CHM 3102
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Electrophorése capillaire

[1 Seéparation par pl (CIEF)

détecteur
R 1
SLLLLLILE S s HaOH HaOH
du capillaire e —
flux hydrodynamigue (vide)
détecteur
Introduction
MaOH Ampholytes
d-ampholytes -—————
flux hydrody namigue
Introduction detec#eur
HaOH B Echantillon

de I"&échantillon g e—
flux hydrodynamigue

déetecteur

HalOH N Ampholytes
B E—
flux hydrody namiqgue

Introduction

d'ampholytes

détec;eur

HaOH
me dure que quelques o _..._I . — H3zPO4

champ électrigque

L &électrofocalisation

minutes
détecteur

Elution et MaOH I—1 11 H=zPO4
b Ea——

flux hydrodynamigue

détection.
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Electrophorése capillaire

0.080
QO70
0.060
0.050
@ ]
w2
E 0.040 —
—
o i
2 0.030
<
0.020
0.010
0.000
0.010

CHM 3102

67 em x S0pum i.d. coaed capilla
TEMED, Pharmalyte 3-10, HMPC
Anolyte 10mM HiPOy, catholyte 20mM NaOH

|
L3
o o G
E = E
=] e z =
b ‘-" - =
E w fka I=
-] iy bt £
o = L (5
= w 4= o
\ =] = j—
t i oy = =
i o
| '| =
' b
|| 1 e |
|
| I'.'I
| Wi (VI I|
LA wallly ' |
I | | I |
5 4] Fi (5]

Minutes

Séparation par pl (CIEF)
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Electrophorése capillaire

[1 Seéparation par pl (CIEF)

Mobilisation cathodique Mobilisation anodique
Cathode Détecteur Anode Cathode Détecteur Anode
X ~a
. Proteines et ampholytes + . Proteines et amphOTytes +
neoH OH 2 <— H* HgPO, NnaoH OH = <«— H* HgPO,
Nacl  CI +— Na*+ Nacl
T L3 b Te
11 | !
r
' || ’ f ﬁ 1/.\‘\
| |} . | = A
| | ||
0 | '
| | 1 IJT | | H'*-’“.
1IL"| o | ) | I1|
| 1 1
I\_,_/J i ) W N f R
J_____‘,--"" i, iﬂ_______,...--" I\"—" i —
Tirmm (min) 15 1:] £ _a' ~ Tima {man) 10 * =

J. Chromatogr. A, 346, 265 (1985)

CHM 3102 27



Electrophorése capillaire

[1 Seéparation par pl (CIEF)

Mobilisation hydrodynamique

1. Capillaire DB-1
2. Injection de I'échantillon avec ampholytes
(Servalytes 3-10 (0.5%), 0.4% methylcellulose
3. Focalisation _
4. Application de pression ou vide avec application '.-
du voltage simultanément pour la détection des |
protéines de différents pl :’;
=B
- H [ .E
. E— il " m
d " = ] SR
Z i & | & :4[
§ | q kS
! h |1 || o
o 1 JU \
b WL - SRR | “_,JL_,H_ o PN
1 1 | L 1 | L1 | | | | | L | | | | (.
q 16 i b1 ]
Anal. Biochem., 206, 84 (1992)
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Electrophorése capillaire

[1 Séparation par pl (CIEF) - résolution

La résolution en CIEF est exprimée par:

_ Dm(de/dX) ou: D,,: coefficient de diffusion
Ap —_ E: champ électrique

E(dlu/de) u: mobilité de la protéine

Des protéines variant de 0.02 unité de pH peuvent étre résolues
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Electrophorése capillaire

[l Séparation par pl (CIEF) - résolution

Separation d’isoformes de
transferrin

V: 4kV, 2% Biolyte 5-7 TIFe,
Lt: 14 cm, 100 um i.d.

I 001 AU
oH Fe, TIFe.
TIFe Gl
Fe, TIFe, TIFe,

0 . 4 i g 10
Time [min]
Mobilization

Electrophoresis, 10, 23 (1989)

Separation de protéines standards

mAlL
100- 1 Lentil lectins
2 Human hemoglobin A (7.5
A 3  Human hemoglobin A17.1)
3 4 Equine myoglobin (7.0
75 | 5 Equine myoglobin, minor band (6.8)
1 6 Human carbonic anhydrase (6.5)
| 7 Bovine carbonic anhydrase (6.0)
) | B P -lactoglobulin B {5.1)
50 y ‘ | | -
86 | 5 | 8
| I8 | T
| | I || || | || | |II I I |'I
254 A ._'-"u' W L/ L | [ I |b'|.
i Bl | S L
pH 3— 10 ampholytes
0 T T T T
0 3 G 9 12
Time [min]

Am. Biotech. Lab., 8, 22 (1990)

CHM 3102
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Electrophorése capillaire

[0 EC avec gel — généralités

Séparation basée sur la taille des protéines ou oligonucléotides

Polymere

Concentration

Application

Cross-linked;
polyacrylamide/bis-

2-6 %T, 3-6 %C

O Oligonucleotides, séquencage
d’ADN

acrylamide COProtéines liées au SDS ou
natives

Linéaire;

Polyacrylamide < 0.1-6 % COFragments de restriction

Hydroxyalkyl 6-15 % O Oligonucleotides, séquencage

cellulose, PVA, d’ADN, protéines

dextran

Agarose 0.05-1.2% LFragments de restriction

OOProtéines

CHM 3102
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Electrophorése capillaire

[ EC avec gel — applications

CGE d’oligonucleotides de 1 75 bp 14 3054 hp 112
1k paire de base base en 2 142 15 4072
utilisant le minimum i ;gg }g‘ g?gg
d’agent de réticulation 5 290 18 717 5
» 6 298 19 8144 14]1
Conditions: 7 3y 20 9162 17
Bis-polyacrylamide réticulé 8 3 21 10180 3 lm
(3% T, 0.5% C), 100 mM 9 506 22 11198
Trisborate, pH 8.3, E = 250 10 516 23 12216 910
V/cm, i = 12.5 pA, L, = 30 cm, H }g;g 78 " | |
L =40cm, id =75 um, 4 260 5 00 6 ‘ ' |
nm, capillaire modifié avec le 1 |
polyacrylamide 93 | | ol
‘H1 NN 1__"\.,.__,'-;' UV
10 1|5
Time [min]

J. Chromatogr. 516, 33 (1990)
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Electrophorése capillaire

[l EC avec gel — applications

Séparation de protéines 1 Tracking dye 3
standards en utilisant 2 lysozyme | ;
électrophorése sur gel et 3 B-actoglobulin |
SDS 4 Twpglnngen 1 | : |
Conditions: Bis- polyacrylamide . Eeps'ﬂj _ 5 | 5 |
reticulé, (7.5 % T, 5 % C), 100 & “eaalumin 1 J FR |
mM trisborate, 0.1 % SDS, 8 M rane ahim- | ' I |
urée, pH7.3, E = 300 V/cm, i = || | I .
12 YA, L, = 15 cm, id = 75 um, | | [ , I
A 280 nm, capillaire modifié L) NI |
avec le polyacrylamide REANA I ' -
. Jai -II I'.-I el .“..\_.J-' N Y _."‘-l-‘-_.l'*-ﬂ'. L
e Mg e Pugg '\""'n-"""-"'n-\__. A
1 I 1
12 18 75
J. Chromatogr. 492, 585 (1989)
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Electrophorése capillaire

[l EC avec gel — comparaison avec HPLC

CGE from Yin, Lux & Schomburg, 1990

B) \
(2

o
| i I “ | Hir.uui:;.-m i €

i i i i
i=1] ] [ T [5] 1] 1Y MY min

RP-HPLC (TSK gel OligoDNA RP; Tosoh) RP-HPLC (TSK gel DEAE-NPR; Tosoh), fro

CHM 3102
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Electrophorése capillaire

[0 Détection en EC par absorption

. I
Loi de Beer-Lambert: A=log-2=¢cl
ou A = absorbance
DE — I, = intensité de lumiere incidente

| = intensité de lumiére transmis

¢ = absorptivité molaire (L molt cm)
¢ = concentration d’analyte (mol L?)

| = chemin optique (cm)

donc, pour un capillaire de
50 um DI, 1 est ~ 39 um
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Electrophorése capillaire

Limites de I’électrophorese capillaire

Détection spectrophotomeétrique dépend du chemin
optique, |, selon la loi de Beer-Lambert: A =c¢cl

HPLC EC
| est de I'ordre de mm | est 50 ou 75 um

donc, a concentration identique = absorbance (i.e.,
signal) est 10 a 100 fois plus faible en EC

CHM 3102
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Electrophorése capillaire

EC vs CLHP pour la détection de tryptophane par absorption UV

EC RP-HPLC
H volume injecté 8,3 nl 20 pl
CH,—C—CO00O"
\ NH, UV détection (280 nm)
N LDconc 9 MM 0,85 MM
: LD masse 75 fmol 17 000 fmol

0 LD calculé comme S/B=2

O EC; capillaire: 1.D.=50um, L,=70cm, L,=50cm; tampon: 50mM sodium
phosphate, pH 8, V, .=10kV, t,.=5s, V_,=20kV

O HPLC; I.D.=4.6mm, L=10cm, phase stationnaire: 3um ODS-Hypersil; phase
mobile: 50mM acétate d’ammonium:MeOH (250:30), pH 6, 1.2 ml/min
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Electrophorése capillaire

Détection par Barrette de diodes (DAD) dans le UV-Vis

Barretle de diodes
h ‘M
Reseau de ﬁ'\'
diffraction

I::I2 Lampe

Y
Vaolet mobile | -

Lentille
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Electrophorése capillaire

Détection par absorption indirecte

UV light source

@ o @2 @B A ® o3Pz P
@D o B e
o®@ o o Ase®aga® geP e

Absorbanca

Time
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Electrophorése capillaire

Absorbance AU Détection indirecte
0.001 T

Mo, juakhe
0.000 - '

-0.001 4

-0.002 - 2 3

-0.003 - 4

-0.004 4

-0.005 L :

0 5 10 15 20

Time [min]

Tampon: acide benzoique 0.01 M, Tris a pH 8. Détection a 254 nm,

Analytes: 1: chlorure; 2: chlorate; 3: fluorure; 4: acétate; 5: propionate; 6: MES.

CHM 3102
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Electrophorése capillaire

Détection par fluorescence induite par laser

HV

Power supply
0-50 kY L

" He-cd

Laser
T/ ;
Meng-
chromator

Figure 4 Experimental set-up for capiilary zone electrophoresis with laser-induced fluores-
cence datection. Reproduced with permission from Roach er al (1988).
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Electrophorése capillaire

[ Interface avec spectromeétrie de masse

Coaxial sheath flow

Makewn  Llquid jung

= i

ay needle Tea |L Nehuliser

. junction <, —g'—_H
EE—

T

Smith et al. 1987 15 um gap Electrospra

Sheathless Henion

5 pmi
I i—
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Electrophorése capillaire

[0 Interface avec spectromeétrie de masse

f- Mk

Y

column —d

Autosampler ray

Coaxial sheath flow - _— :
_____J-fﬂ_ _—__‘HH‘

CE instrument //
Al Mebuliser
..|. | .':h'
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Electrophorése capillaire

[ Interface avec spectromeétrie de masse

adin Bombesim
h LHEH

T fl ||| J | Arg, vaso AL il;__l_
lll | ,

|| |
o

RV Al | /| Ao
| 3 | | i\ A4
e T U SR i ¥ T S N AJ\JJ | L BV PRy LY | L\-.-..n.n.-' A

T
[N

Time (min

M+3H|

U RSN I S ¥ 1 M

NOWAVGHLM RPPGFSPFR

i |'|||.
1 LI
1

W

— 1

|3

B0 | (M 1 20) | 4HY Y B0} B
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Electrophorése capillaire

Sensibilité des difféerents
détecteurs

HPCE — An introduction
D. Heiger

Method Mass detection Concentration Advantages/
limit (moles) detection disadvantages
limit (molar}®
UV-Vis 1or2o1pts 105-10% = Universal
ahsorption = Diode array offers spectral
information
Fluorescence 1orE 107-10# = Sensitive
= Usually requires sample
derivatization
Laser-induced 1ore-102=@ 10r1-10re = Extremely sensitive
fluorescence = Usually requires sample
derivatiz ation
= Expensive
Amperometry 10118 1o = Sensitive
= Selective but useful
only for electroactive
analyses
= Requires special elec-
tronics and capillary
modification
Conductivity 1071570718 107109 = Universal
= Requires special
electronics and capillary
modification
Mass 10r8-10-17 109-10° = Sensitive and offers
spectrometry structural information
= Interface between CE
and MS complicated
Indirect UV, 10-100 — = Universal
fluorescence, times less = |lower sensitivity than
amperometry than direct direct methods
method
Others:

Radioactivity, thermal lens, refractive index, circular dichroism, Raman

*assume10 nl inje ction volume

CHM 3102
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