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 la possibilité d’analyser des échantillons complexes (pré-
Capillary electrophoresis (CE) is now considered sence de maFrices ioniqugs ou dispa_rités entre I,es concen-
as a mature analytical technique for the quanti- trations dgs ions analysés) en suscitant de§ réactions de
tative separation of inorganic and organic ions. complexatiorin-situ ou par préetraitement de I'échantillon.
Indirect UV detection is generally employed but
other interesting and sensitive modes of detec-
tion have been developed among them direct UV

detection, indirect fluorimetry and conductime- Rappels

try.

H)(,)wever, practical improvements concern both a . ; . . ; . .
better understanding of buffer composition and Si la plupart des séparations d'ions en électrophorese capil-
particularly, the need of selecting suitable buffer laire s’effectuent en utilisant une détection spectrométrique
co-ion according to the analytes and also the UV par diminution d’absorbance (ou indirecte), d’autres
capability of capillary electrophoresis to analyze détecteurs ont été utilisés parmi lesquels on peut citer la
matrix samples by complexation mechanism or détection fluorimétrique indirecte, la conductométrie ou la
sample pretreatement. spectrométrie d'absorbance directe. Le tableau | rassemble

guelques applications de séparations ioniques réalisées
depuis 1994 par électrophorése capillaire avec les tampons
correspondants [1-23]. Une bibliographie plus compléte de

Introduction I'électrophorése ionique peut étre trouvée dans les références
[1-2].

Quel que soit le détecteur utilisé, le tampon électropho-
L'électrophorése capillaire est une méthode d’analyse désdgtique doit avoir les caractéristiques suivantes :
mais reconnue en raison de ses qualités intrinséques : effi-
cacité de pic comprise généralement entre 100 et 400 000
plateaux théoriques, résolution élevée, simplicité de la com-
position du tampon électrophorétique, conditionnement aisé
du capillaire, rapidité et automatisation des séparations,
faible consommation d’échantillons et de tampons en géne- le contre-ion doit assurer un bon pouvoir tampon au pH
ral dénués de solvants organiques, utilisation possible de de travail,
nombreux détecteurs (spectrométrie d’absorbance UV, fluo-

rimétrie, conductométrie et couplage prometteur avec la €M h .
doit posséder un groupement chromophore (détecteur

spectrométrie de masse). Elle est complémentaire par rap- - Vv f h oy Huormea
port aux autres techniques séparatives (en particulier chro- SPECtrometrique UV) ou fluorophore (détecteur fluorime-

matographiques) ce qui de plus en plus permet de valider tfidue),

des méthodes de facon croisée. La séparation des ions.eren mode de détection direct, le tampon ne doit pas absor-
e|ectr0ph0rese Cap|||alre en milieu libre est basée sur la dif- ber a la |Ongueur d’'onde d'absorbance des ions ana|ysés
férence de vitesse électrophorétique de ces ions lorsqu'ils (détection spectrométrique),

sont soumis a un champ électrique élevé. Son champ d'ap-

plication comprend tout naturellement I'analyse des ions le tampon doit étre de faible conductivit¢ afin de mini-
inorganiques et organiques dont le principe a été expliqué miser I'effet Joule dans le capillaire de séparation.

en détail dans une premiére revue [1]. Aussi, seules les ameé-
liorations de I'électrophorése capillaire depuis 1994 so
mentionnées dans cet article et principalement dans les d
domaines suivants :

le co-ion du tampon doit avoir une mobilité électropho-
rétique proche de celles des ions a analyser afin de mini-
miser I'élargissement du pic électrophorétique par disper-
sion due a I'électromigration,

en mode de détection dit indirect, le co-ion du tampon

électrophorése capillaire, rappelons que la dispersion
'un pic par électromigration est causée par la perturbation
G4t champ électrique causée, localement dans le tampon, par
le passage d'une zone du soluté, en raison d'une différence
de conductivité avec la zone du tampon ; ceci induit une dis-
» la nécessité de sélectionner le co-ion du tampon selon fersion de la vitesse de migration des ions analysés dont la
nature des ions analysés, mobilité effective est différente de celle du co-ion du
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Tableau I. Quelques exemples de séparations d’'ions inorganiques et organiques par électrophorése capillaire selon

plusieurs modes de détection [3-23].

Capillary electrophoresis

lons

Mode de détection

Tampon

Réfs.

acides phosphoniques
acides inorganiques et
organiques

acides inorganiques

acides inorganiques et
organiques

anions inorganiques

cations inorganiques

UV mode indirect

acide sorbiqgue 5 mM, NaOH, décamethonium 0,1 mM, pH 6

(3]

acide sorbique 5 mM, hydroxylamine 1,6 mM, polybréne 0,2 %, pH 6 [4]

acide pyridine-2, 6 dicarboxyligue 5 mM, CTAB 0,1 mM, pH 5,6

K,Cr,0, 5 mM, TEA 1,6 mM, décamethonium 0,1 mM, pH 8

acide para-aminobenzoique 20 mM, Ba(OH), 0,4 mM,
TTAH 70 pM, pH 9,6

Na,CrO, 4 mM, H;BO;, OFM-OH* 0,5 mM, pH 8

comparaison de plusieurs cations chromophores (voir Fig. 2)

[5]

(6]
(7]

(8]
9]

cations inorganiques imidazole 10 mM, CH,COOH pH 4,5, éther-couronne 18-C-6 [10,12]
cations inorganiques et imidazole 10 mM, éther-couronne 18-C-6 0,5 mM, [11]
de métaux de transition acide lactique 5 mM, pH 4,5
cations inorganiques imidazole 5 mM, (pH ajusté avec H,SO,), pH 3 [13]
dans matrice sodium
cations métalliques imidazole 10 mM, acide glycolique 13 mM, pH 4 [14]
Fe (), Fe (Il borate de sodium 100 mM, pH 9,2 [15]
+ o-phénanthroline + EDTA
chloride, sulfate, molybdate conductométrie CHES 50 mM, LiOH 20 mM, Triton X-100 a 0,03 %, pH 9,2 [16]
cations inorganiques Histidine/MES 30 mM, 18-C-6 2 mM, pH 6,1 [17]
surfactants anioniques Na,HPO, 5 mM, pH 9,1 [17]
Br-, I, CrO,2>, NO;, UV mode direct phosphate 20 mM, pH 8 [18]
BrO;-, CIO;~ (200 nm)
NO;~ dans les fluides UV mode direct phosphate 1,6 g/L, NaCl 1,4 g/L, PEG 8000 1 g/L [19]
biologiques (214 nm)
Li*, K*, Ca?", Ba?*, Cu(ll), fluorimétrie indirecte Na,B,0, 2,5 mM, fluorescéine-Na 10 pM, [20-21]
Zn(I), Mn(ll), Fe(lll) 488/520 nm pH 9,2 ou EDTA 5 mM, pH 7
CI, NO;-, NO,-, SO, fluorimétrie indirecte H;BO,;100 mM/Na,B,0, 20 mM, fluorescéine 80 uM, [22-23]
oxalate, F-, citrate, 488/520nm TTAB 10 uM
acides gras (C7-C18), Na,B,0;, 5 mM, pH 9,2/EtOH 60/40, fluorescéine 10 uM
acides carboxyliques Na,B,0, 5 mM, fluorescéine 10 pM, pH 9,2
C1-C12, n-alcane-
sulfonates C5-C10
* Produit breveté et commercialisé par WATERS.
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tampon électrophorétique. D’aprés la fonction de régulation . . .
de Kohlrausch, on montre que l'efficacité de pic est opti- Analyse des cations inorganiques
male lorsque la mobilité de I'ion analysé est identique a
celle du co-ion.
Détection indirecte

La plupart des ions inorganiques n'ont pas de groupe- L
ments chromophores ou présentent des coefficient3pectrométrie
d’absorptivité molaire trop faibles si bien que la deteCt'o.rbans la littérature, un grand nombre de composés basiques

spectrométrique indirecte est mise en ceuvre. Son prinCipgs s aiement des hétérocycles azotés) absorbant dans le
repose sur le déplacement d’'une substance ionique (le

X " . " . omaine UV ont été testés parmi lesquels I'imidazole, les
ion) du tampon par !'On analysé et peut fet(e mise en Oequ%mposés UV-Cat 1 et UV-Cat 2 (brevet Waters), la pyri-
avec la spectrométrie U.V. ou la fluorimétrie. Le co-ion d :

I'électrolyte doit avoir une charge de méme signe que I:dine' la para-aminopyridine, le cation pheényl-triméthylam-
y 9 gne q onium, I'éphédrine et la naphtyl-1 amine. Le tableau I

ions analyses, presenter une forte absorbance, une mobilite . o s mobilités électrophorétiques, le coefficient d'ab-
voisine de celles des ions analysés et enfin sa concentratgrg

ne doit pas induire une absorbance supérieure a la limite &ptivité molaire et |a longueur d'onde d'absorbance maxi-
domaing de linéarité du détecteur. La sgnsibilité de détectign le de ces différents cations. Trés récemment, Aupiais [9]

. > ) : ; comparé différents tampons lors de la séparation de 39
dépend du coefficient d’absorbance et de la concentration

co-ion. La relation théorique développée par Ackermans [2 tions alcalins, alcalino-terreux, cations de métaux de tran-
: q by ppee p : ition ou cations de lanthanides. Les paramétres sélectionnés
montre que dans le cas d'un électrolpt® (dont le co-ion

A absorbe en UV et le contre-i@n’absorbe pas), la dimi- ont été le facteur d’asymétrie du pic électrophorétique ainsi

nution d'absorbancAA, obtenue pour un ioh s'écrit gue la sensibilité de détection (Fig. 1). Selon ces résultats,
' P ' il est préférable d'utiliser un tampon électrophorétique a

base d'imidazole ou d’UV Cat-2 pour séparer des cations
AMA =€, | k C [1] alcalins et alcalino-terreux, la pyridine pour les cations des
métaux de transition, I'éphédrine ou I'UV Catl pour les lan-
thanides légers et la naphtyl-1 amine ou le phényltriméthy-

ol &, représente le coefficient d’absorptivité molaireAjé  1ammonium pour les lanthanides lourds (Fig. 2). Ainsi, la

la longueur effective du trajet optiqu@, la concentration de  Sensibilité de détection peut étre améliorée d'un facteur 1 &
lion i etk le coefficient de réponse de I'idn 4 en sélectionnant correctement le co-ion du tampon. Dans

le cas ou l'ion analysé a une mobilité électrophorétique
o o , supérieure a celle du co-ion, un gain identique peut étre
Ainsi, la diminution d'absorbancAA augmente avec le gpteny en ajoutant un agent complexant de I'ion analysé afin

coefficient d'absorptivit¢é molaire, du co-ion A mais  ge réduire sa mobilité électrophorétique et limiter ainsi la
demeure indépendante de la concentratioA.dea réponse  gispersion due a I'électromigration.

obtenue est différente pour chaque soluté et est fonction des

valeurs absolues des mobilités absolues des ijoAset D’autre part, certains ions ont une mobilité électrophoré-

B. Enfin, la possibilité d'utiliser la méme espéce absorbantgque proche (citons parmi les plus connus les cations ammo-
pour la détection indirecte simultanée d’anions et de catiomsum et potassium, baryum et plomb, les cations métalliques
a été étudiée [25-26]. divalents ou enfin les lanthanides). Dans de tels cas,

Tableau Il. Principaux cations chromophores utilisés en EC avec une détection spectrométrique indirecte [9].

chromophore pKa mobilité électrophorétique coefficient d’absorbance
(10° cm?/V s) a 214 nm (I moF* cm™)

imidazole 7,15 52 5000

UV Cat 2* - 64 -

pyridine 5,25 51 1800

créatinine 4,83 37,2 9200

UV Cat 1* - 35 -

éphédrine 9,54 30 7000

phényltriméthyl ammonium - 31 -

naphtyl-lamine 3,92 17 50 000

* Produit breveté et commercialisé par Waters [30].
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Figure 2. Variation de la sensibilité de détection d'un cation
inorganique selon le co-ion chromophore sélectionné [9].
Figure 1. Variation de la sensibilit¢é de détection des cations Conditions opératoires : capillaire de silice fondue (60 cm X
inorganiques en fonction de leur temps de migration normalisé 75 um, longueur utile 52 cm); tampon : co-ion chromophore
[9]. Conditions opératoires : capillaire de silice fondue (60 cm 5 mM, HIBA (0 — 10 mM), pH 4,4 (ajusté avec HNO ;) ; tempéra-
x 75 um, longueur utile 52 c¢cm) ; tampon : co-ion chromophore ture : non contrdlée ; tension appliquée : 20 kV ; injection
5 mM, HIBA (0 — 10 mM), pH 4,4 (ajusté avec HNO ;) ; tempéra- hydrostatique : 30 s @ 10 cm de hauteur ; détection & 185 nm.
ture : non contrdlée ; tension appliquée : 20 kV ; injection Nature du co-ion : O pyridine ; o éphédrine ; A naphtyl-1 amine ;
hydrostatique : 30 s @ 10 cm de hauteur ; détection a 185 nm. O phényltriméthylammonium ; ¢ UV Cat 1; * imidazole.

'addition au tampon électrophorétique d’'un agent de comment effectif que pour les ions appartenant a une fenétre de
plexation (généralement anionique ou neutre) permet duigration trés étroite autour de chaque co-ion.

modifier sélectivement la mobilité électrophorétique de cer-

tains ions. Plusieurs agents complexants ont été testés et f@gorimétrie

plus probants sont I'acide-hydroxy-isobutyrique, l'acide L . .
lactique, I'acide tartrique et enfin les éther-couronnes 18-d-a fluorescence laser est un mode de détection tres sensible
6 ou 15-C-5. Le plus utilisé est sans doute I'éther couronrRl Spécifique en électrophorése capillaire. Des premiers
18-C-6, qui est un complexant du cation potassium [10] r;esultats sont apparus sur I’analyse_ _des cations a}lcallps, alca-
ainsi, la sélectivité entre les cations ammonium et potassiutfio-terreux et de metaux de transition complexés négative-
peut &tre contrlée par la concentration de I'éther-couronn@ent par 'EDTA en mode de détection indirecte [20-21].
La figure 3 montre que si une concentration d'éther-couEn particulier, les potentialités du sel de sodium de la fluo-
ronne 18-C-6 égale & 2,5 mM permet I'analyse d'un mélang€scéine pour générer le signal de fond ont €té prouveées. La
de cations alcalins et alcalino-terreux ayant des concentr€nsibilité du systéme de détection (quelques dizaines de
tions du méme ordre de grandeur, une concentration di¥b) est d'autant plus grande que la force ionique du milieu
35 mM (voire 250 mM) est nécessaire dans le cas d'échaﬁlectrophqrethue est plus falple, _copdwsant a utiliser des
tillons ayant une matrice potassium ou ayant une forte pré@mMpons €lectrophorétiques tres dilués,By@; 2,5 mMm).
portion de potassium par rapport aux autres cations.

Toutefois, I'analyse d’échantillons contenant des cation®étection directe par conductométrie

alcalins, alcalino-terreux et des cations de métaux de tran%i’—e mode de détection est basé sur la différence de conduc-

tion requiert I'addition d’un second agent complexant afin. .. . - . .
de contrdler la sélectivité des cations métalliques. Ains:}IVIte entre les zones de l'ion analysé et celle du co-ion. Les

. S ampons sont plus concentrés que ceux utilisés avec une
Frangois et al. [11] ont modifié le tampon imidazole en y, .. =~ . o A : e
ajoutant I'éther-couronne 18-C-6 et I'acide lactique poupgtectlon spectrométrique indirecte, ce qui améliore la capa-

réussir la séparation rapide et bien résolue de 17 catioﬁge du tampon. Les sensibilités de détection les plus élevées

: : : ; . _.—(environ dix fois plus qu’en spectrométrie indirecte) sont
inorganiques (en quatre minutes) puis leur quam'f'cat'oobtenues lorsque le tampon est constitué d'un co-ion peu

(Fig. 4). mobile et d’un contre-ion trés mobile [28]. Un mélange stan-

Il a été mentionné dans la littérature [27] que la séparaard de cations alcalins, alcalino-terreux et d'amines orga-
tion d’ions de mobilités trés différentes pouvait étre réalisériques est séparé avec un tampon HistMES a pH 6,1
en ajoutant plusieurs co-ions chromophores dans le tampo(Fig. 5) ; comme attendu, I'éther couronne 18-C-6 améliore
toutefois, il semble que le gain en sensibilité n'est réellela séparation entre les cations potassium et ammonium [17].
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10 mM, éther-couronne 18-C-6, pH 4,5 ; température : 25 °C ; tension appliquée : 30 kV ; injection hydrodynamique : 2 s ; détec-
tion & 214 nm ; cations (5 ppm) : 1. ammonium ; 2. potassium ; 3. calcium; 4. sodium ; 5. magnésium ; 6. lithium. Concentration
en éther-couronne 18-C-6 (mM) : a) 0,01; b) 1;c) 25;d)7;e)10; f) 35; g) 300.
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Figure 4. Séparation d'un mélange de 17 cations inorganiques

en électrophorése capillaire avec un tampon imidazole modifié

par I'ajout d'éther-couronne 18-C-6 et d’acide lactique [11].

Conditions opératoires : capillaire de silice fondue (57 cm

75 pm, longueur utile 50 cm) ; tampon : imidazole 10 mM,
éther-couronne 18-C-6 0,5 mM ; acide lactique 5 mM, pH 4,5;
température : 30 °C ; tension appliquée : 20 kV ; injection hydro-

dynamique : 2 s; détection a 214 nm; concentrations des

cations : 5 ppm sauf césium et plomb (10 ppm) et baryum et
cuivre (20 ppm).
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Analyse des anions organiques
et inorganigues

La séparation des anions en électrophorése capillaire
nécessite un tampon contenant non seulement un co-ion de
mobilité voisine de celle des anions mais aussi un composé
chimique afin d’inverser le flux électroosmotique. En effet,
la rapidité de l'analyse et la détection de tout anion quelle
gue soit sa mobilité électrophorétique nécessite l'inversion
du flux électroosmotique. Pour ce faire, la charge de surface
de la silice, initialement négative en raison de l'ionisation
des groupements silanols dés que le pH est supérieur a 2,
devient positive suite & l'adsorption de molécules de ten-
sioactifs cationiques ajoutés au tampon. Plusieurs tensioac-
tifs ont été testés avec succes (Tab. Ill) parmi lesquels le
bromure de tétradécylammonium ou TTAB [16-17,21-23], le
bromure de cétyltriméthylammonium ou CTAB [5], le bro-
mure d’hexaméthonium [10] ou un polymére cationique
comme le polybréne [3-4]. D'un point de vue pratique, soit
le tensioactif est ajouté au tampon électrophorétique, soit le
capillaire est rincé entre deux analyses consécutives.
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4 Tableau Ill. Principaux tensioactifs cationiques utilisés
2 8 comme inverseur de flux électroosmotique lors de I'ana-
lyse d’anions en électrophorese capillaire [6].
1 3 7
3 6 9 Tensioactif cationique Abréviation Référence
‘é 13 14 1516 bromure de
< 17 triméthyltétradécylammonium TTAB [7,22-23,29]
5 12 bromure de
cétyltriméthylammonium CTAB [3-4,6-7]
Ju J J OFM-OH* [29-30]
U hydroxyde de
kJ U N, U décaméthonium [3-4]

, hydroxyde
2.4 2.8 3.2 3.8 4.0 d’hexaméthonium - [6]
polybréne - [31-32]

Temps (min.)

. . . .
Figure 5. Analyse par électrophoréese capillaire d’'un mélange de Produit breveté et commercialisé par Waters.

17 cations inorganiques avec une détection conductométrique
[17]. Conditions opératoires : capillaire de silice fondue (60 cm
x 50 pm); tampon : Hist/MES 30 mM, éther-couronne 18-C-6

2 mM, pH 6,1 ; température : 35 °C ; separation : 25 kV ; injec- anions chromate ou pyromellitate (Fig. 7) pour les anions
tion hydrodynamique : 12 s a 25 mbar ; concentration des inorganiques mobiles (chlorure, nitrate, bromure, sulfate,
cations (de 2a 7 ppm) : 1. Cs *; 2. NH,"; 3. K*; 4. éthylenedia-  phosphate, ...), le trimellitate ou le 2,6-pyridinedicarboxylate
mine ; 5. hydrazine; 6. Ca *; 7. Na'; 8. Mg*"; 9. éthylammo-  hq,r |es anions de mobilitt moyenne (citrate, tartrate,

nium ; 10. tétraméthylammonium ; 11. Ba 2*; 12. morpholine ; 13.
Li*; 14. benzylamine ; 15. tétraéthylammonium ; 16. diéthylami-
noéthanol ; 17. triéthanolamine.

malate, succinate) ou le benzoate pour les anions lents des
acides carboxyliques a chaine courte (acétate, pyruvate, lac-
tate, octanoate). En général, le groupe des trois anions sui-
vants, nitrate, nitrite et sulfate est relativement difficile a
séparer et la forme des pics carbonate et phosphate est a
optimiser.

Détection indirecte

Enfin, un nouveau tampon a base d'acide sorbique, mise

Spectrométrie au point par Mercier [3-4], est prometteur pour I'analyse des

anions de mobilitt moyenne. En effet, 'anion sorbate de
Les anions inorganiques et organiques n'ont pas tous unmbilité égale a —33,% 10°cm?/V x s a pH 6, absorbe
absorbance suffisante dans le domaine UV, si bien que fartement a 253 nme(= 25 000 L mot cnt?). Ainsi, I'élec-
détection spectrométrique par diminution d’absorbance eBblyte acide sorbique-hydroxylamine de forte capacité de
trés souvent mise en ceuvre. La figure 6 permet de séldempon convient parfaitement pour la séparation d'un
tionner le meilleur co-ion chromophore selon la nature desiélange d'anions de mobilité moyenne tels que ceux déri-
anions inorganiques ou organiques analysés (Tab. IV) : le®s des acides alkylphosphoniques (Fig. 8).

Tableau IV. Principaux anions chromophores utilisés en EC avec une détection spectrométrique indirecte [3-5].

chromophore mobilité électrophorétique longueur d’onde coefficient d’'absorbance
(10° cn?/V s) a pH 6,5 (20 °C) de détection (I mof* cm)

chromate - 56,7 254 5000

pyromellitate - 52,8 214 23 900
trimellitate - 47,3 - 1800

pyridine 2,6-dicarboxylate - 415 192 43 680
sorbate — 33,3 (a pH 6) 253 25 000
phtalate - 41,2 196 37 160
benzoate - 26,7 194 44 480
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formate 4.12 —— :12 IPEU_)CL
4 1P ate Figure 7. Séparation d'un mélange de 11 anions inorganiques
et organiques avec un tampon pyromellitate [40]. Conditions
opératoires : capillaire de silice fondue (44 cm x 75 pm) ;
p;cueéiz ggg — tampon : acide pyromellitique 3 mM, Tris, DETA 3 mM, pH 7,5 ;
) température : 30 °C; tension appliquée : =20 kV ; injection
lactate 2.92 ———— 3T hydrodynamique : 2 s; détection a 220 nm; anions : 1. chlo-
rure ; 2. nitrate ; 3. sulfate ; 4. oxalate ; 5. tartrate ; 6. malate ;
butyrate  2.67 - 2.67 benzoate 7. succinate ; 8. citrate ; 9. phosphate ; 10. acétate ; 11. lactate.

valerate 245 ———
hexanoate 232 —————*™
heptanoate 219 —— >
octanoate 2.07 — 2 o

Figure 6. Comparaison des mobilités électrophorétiques des ,
anions inorganiques et organiques avec celles de quelques co- oo s
anions utilisés avec une détection spectrométrique indirecte [5].
Conditions opératoires : capillaire de silice fondue modifié PVA
(64,5 cm x 50 um, longueur utile 56 cm) ; tampon : phosphate
20 mM, pH 6,5; température : 20 °C; tension appliquée :
—20 kV ; injection hydrodynamique : 2 s a 50 mbar ; détection
a 195 nm.

0.0015

Absarbance

0.0005

Fluorimétrie

0.0005 e —

Le systeme de détection fluorimétrique avec un mode d’ W e e e we ae e ow uw
sorbance indirecte est apparu bien adapté a lanal Tormps de migration fmi.)
d’anions inorganiques ou organiques en utilisant toujours
sel de sodium de la fluorescéine comme fluorophore gé Figure 8. Analyse par électrophorése capillaire d'un melange
rateur du signal de fond [22-23]. La figure 9 reporte la sé d’acides alkylphosphoniques avec un tampon sorbate [3-4].
ration de quelques anions inorganiques et organiq Conditions opératoires : capillaire de silice fondue (67 cm x
(citrate, oxalate) ; les reproductibilités obtenues sont acc ?F?Hu?b )Iont?rl:)?:;rimg'hii ;nTét;h(t)amﬁnO:lac;J& .s?(ret:]qupuéerasturrr;M.

0, H T H 1 )y ’ ’ .
tablesl a @ pour I_es’ tempslde mlg.:at:;)nde,t VoIsines ded 35 °C ; tension appliquée : + 30 kV ; injection hydrodynamique :
pour les aires corrigées) et les seuils de détection sont 5 s; détection a 254 nm ; concentration des anions : 20 ppm ;

centaine de ppb quel que soit 'anion considéreé. acides phosphoniques : 1. CEPA; 2. PMPA; 3. CMPA ; 4.
DMPA ; 5. EEPA; 6. IMPA; 7. EMPA ; 8. MPA.

Détection directe

Spectromeétrique groupements chromophores. Une application fréquente est

La détection spectrométrique directe est une technigl@nalyse des halogénures, halogénates et oxoanions avec un
simple et fiable et peut s’appliquer aux anions possédant dgisnple tampon phosphate de pH 8 (Fig. 10) ; la détection est

ANALUSIS, 1999, 27, N° 2 113
© EDP Sciences, Wiley-VCH 1999



Dossier Capillary electrophoresis

T - —
L 3 5 8
ik
—_
g
‘s 2 |4
=
=
E \ !
) ]
g (
< e \ \ 1
Vo ’
Q™ | 6
= j I
3 || . |
] |
L
b
S
=2
o F
SRR FINN e
804 2
it g g § g g g § i |
¥ NO;”  Oxalate Citrate
S 3 8 3 3 Figure 10. Analyse par électrophorése capillaire d'un mélange
v @ . ® e d’anions inorganiques avec une détection conductométrique
Temps (min.) [17]. Conditions opératoires : capillaire de silice fondue (60 cm
x 50 um) ; tampon : CHES 50 mM, LiOH 10 mM, 0,03 % Triton
Figure 9. Analyse par électrophorése capillaire d’'un mélange X-100 ; conditionnement : CTAB 1 mM (0,4 min) ; tension appli-
d’anions inorganiques contenant également les ions oxalate et quée : —25 kV; courant : 10 pA; injection : 8 nL; anions :
citrate avec une détection fluorimétrique indirecte [23]. 1. bromure ; 2. chlorure ; 3. nitrite ; 4. sulfate ; 5. nitrate ; 6. fluo-
Conditions opératoires : capillaire de silice fondue (57 cm X rure ; 7. phosphate ; 8 carbonate.

50 pum, longueur utile 50 cm) ; tampon : H ;BO; 100 mM, Na,B,O,
20 mM, fluorescéine 80 pM, TTAB 10 pM ; température : 25 °C;

tension appliquée : =20 kV ; injection hydrodynamique : 4 s ; . . . . .
détection fluorimétrique A, = 488 nm, A, = 520 nm. La tension de séparation est négative. Un des avantages de

ce mode de détection par rapport a une détection spectro-
métrique (limitée par la loi de Beer-Lambert), provient de

souvent réalisée a 200 nm, puisque la plupart de ces anidié$endue de son domaine de linéarité (3 ordres de grandeur).
ont un maximum d’absorption entre 190 et 210 nm avec des

coefficients d'absorptivité molaire non négligeables (1 En conclusion, I'analyse des ions par €lectrophorése
10 000 L mo’rlcrrrl)r')le seuil de détectiongegt de I'or(drg ducapillaire est devenue une méthode analytique de routine
' 1 lorsque I'échantillon contient des ions ayant des concentra-

r?t?dns de méme ordre de grandeur. Depuis quelques années,
fs analystes ont recherché des solutions pour analyser des
ions dans des échantillons possédant une matrice ionique.

Pour améliorer les seuils de détection, des méthodes de
préconcentration de I'échantillon directement a l'intérieur du , ]
capillaire de séparation (par empilement de grands volumes) Analyses d’ec_han'glllo_ns
ont été mises au point [34]. Elles ont permis d'abaisser d’'un ayant une matrice ionique
ordre de grandeur les limites de détection de dérivés anio-
nigues de l'arsenic sans modification de I'appareillage.

lyser des anions absorbants (nitrate, nitrite) en prése
d’autres anions transparents (sulfate, phosphate) [33].

Comme dans toute technique séparative, la présence d'un
o ion en forte concentration dans I'échantillon perturbe I'ana-
Conductométrie lyse des autres ions minoritaires de méme signe. Deux atti-

. . : ~ .. tudes peuvent étre adoptées pour pallier a ces probléemes de
Des séparations sensibles peuvent étre obtenues en utilis qm b P P P P

des tampons a b de zwitterions de t Good's bl igration : soit changer la composition chimique du tam-
€s tampons a base de erions de typ€ ©00dS by, électrophorétique afin de modifier I'ordre de migration
fers avec une détection conductométrique. Les séparatio

. . gs ions, ou réaliser un prétraitement de I'échantillon pour
d’anions sont d’autant plus reproductibles, robustes et se P P

: . P €l SCHfiminer la matrice ionique génante.
sibles que le tampon électrophorétique est de force ionigue que g

élevée et de faible conductivité. La figure 11 montre la sép
ration d’'un mélange standard (1 ppm) d’anions, en utilisan
le tampon CHES 50 mM, LiOH 10 mM, 0,03 % Triton X-

100 a un pH 9,2 [17]. Le capillaire est rincé avant chaquka résolutionR; entre deux solutés en électrophorése capil-
injection avec une solution de CTAB 1 mM durant 0,4 minlaire libre s'écrit :

Vlodification de la composition du tampon
lectrophorétique
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Figure 11. Analyse par électrophorése capillaire d’'un mélange
d’anions inorganiques avec une détection spectrométrique
directe [18]. Conditions opératoires : capillaire de silice fondue
(64,5 cm x 50 um, longueur utile 56 cm) ; tampon : phosphate
20 mM (pH 8,0) ; température : 20 °C ; tension appliquée :
—-15 kV ; injection hydrodynamique : 4 s a 50 mbar ; détection
a 200 nm ; concentration des anions : 50 ppm.

Rs = 1/4V2 . Amep [V Ld/Dm (rneo + rnep) LT] 12 [2]

ou m,, m,, sont respectivement la mobilité électroosmotiq
et la mobilité électrophorétique moyenne des deux solL
Am,, la différence de mobilite électrophorétique entre
deux solutésD,, le coefficient de diffusion moyen des solt
tés,V la tension appliquéd,; et L, les longueurs totale e
effective du capillaire. L'amélioration de la résolution pe
étre obtenue soit par une modification du flux électroosr
tique (réduction ou inversion) ou par une augmentation
la sélectiviteAm,, (mise en ceuvre de réactions de co
plexation sélective).

Adaptation du flux électroosmotique

Le flux électroosmotique peut étre diminué par une sim
modification du pH (Fig. 12). Ainsi, Yang [13] a amélioré
résolution entre le cation sodium majoritaire (20 ppm) et
autres cations calcium, magnésium et mangan

(1 ppm) par une diminution du pH du tampon imidazole de Boden [35] a montré qu'il était possible d'analyser par
4,5 a 3,0 au prix d’'une légére augmentation du temps d’anBC les anions minoritaires présents dans un acide minéral
lyse. Une autre solution consiste en l'ajout d’'un solvanbu organique grace & une modification controlée du flux
organique au tampon afin de modifier la viscosité et Iélectroosmotique. Ainsi, lors de I'analyse des impuretés
potentiel zéta et réduire ainsi le flux électroosmotique. Lanioniques présentes dans I'acide borique 0,9 M, en utilisant
dosage des cations calcium, magnésium, strontium & tampon classique (chromate de sodium 5 mM, TTAB
baryum a 1 ppm en présence d'une matrice sodiu®20 mM, pH 8,1), une forte perturbation de la ligne de base
(1000 ppm) a été réalisé par le simple ajout de méthanest observée (Fig. 13a). Dans ce cas, le flux électroosmo-
(20 %) au tampon électrophorétique (dans cet exempléque est inversé (veo = —0,5 mm/s) et tous les anions pré-
sents dans I'échantillon, y compris I'anion borate, migrent

méthyl-4 benzylamine 10 mM, pH 4,3).
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Figure 12. Amélioration de la séparation de cations inorga-
niques en présence d’'une matrice ionique par modification du
flux électroosmotique [13]. Conditions opératoires : capillaire de
silice fondue (60 cm x 75 pm); tampon : imidazole 5 mM (pH
ajusté avec H ,SO,) ; température non contrdlée : 21,5 °C; ten-
sion appliquée : + 20 kV ; injection hydrostatique : 20 — 30 s a
10 cm de hauteur (40 nL) ; détection a 205 nm ; concentration
des cations : 1 ppm sauf le sodium a 20 ppm.
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Figure 13. Détermination des impuretés anioniques contenues T
dans l'acide borique par électrophorése capillaire [35]. U
Conditions : capillaire de silice fondue (85 cm x 75 pum) ; injec- y U
tion hydrostatique : 10 s a 10 cm ; détection : 254 nm ; anions :
1. bromure ; 2. chlorure ; 3. sulfate ; 4. nitrate ; 5. oxalate ; L T T T VS S
6. chlorate ; 7. malonate ; 8. fluorure ; 9. phosphate ; 10. acé-
tate ; 11. propionate. 1) tampon : Na ,CrO, 5 mM, TTAB 0,20 mM
Egg 81); Ve = -0,5 mm/s, a) mélange standard d amo;hj) . Figure 14. Utilisation d’'un tampon de force ionique élevée pour

b) mélange d’anions (25 pM) dissous dans H ;BO; 0,9 M, 2) tam- gnal()ﬁ_er les ar'\lor:s_ pres.ents _(Ijla_ns (:jes e_:?han]:[lllo(lj’ns sazl;gs [36]. 9
pon : Na,CrO, 5 mM, TTAB 0,01 mM (pH 8.1): v, = + 1,2 mm/s, onditions opératoires : capillaire de silice fondue (33 cm

. - ) h o 75 um, longueur utile 25,5 cm) ; température : 49 °C; tension
a) mélange standard d'anions (25 M) b) mélange danions appliquée : =10 kV ; courant : 280 pA ; injection hydrostatique :

40 s; détection a 214 nm; a) tampon : NaCl 1,5 M, pH 2,4 ;
anions (10 ppm sauf NO ;) : 1. I7; 2. SCN-; 3. NO; ; 4. 10, ;
5. 105~ b) tampon : borate 20 mM, Li ,S0,220 mM, pH 8,5;
vers I'anode sous l'influence conjointe du flux électroosm anions (12 ppm) : 1. acide 1,3,5-benzénetricarboxylique ; 2.
tique inversé et de leur vitesse électrophorétique. Pour | acide 1,2,4,5-benzénetétracarboxylique ; 3. acide 1,3- benzene-
lier ce probléme, la concentration en tensioactif cationiq disulfonique ; 4. acide 1,2,4-benzénetricarboxylique ; 5. acide
est ajustée (0,01 mM) de telle sorte que le flux électroi 45-dihydro-1,3-benzénedisulfonique ; 6. acide téréphtalique ; 7.
motique ne soit plus inversé. mais réduit par rapport 3 acide isophtalique ; 8. acide 1,2,3-benzénetricarboxylique ; 9.
tampon chromate sans TTA,B et de valeur inférieure acide phtalique ; 10. acide 1,2-benzénedisulfonique ; 11. acide
~ g o o - benzénesulfonique.
valeur absolue a la mobilité électrophorétique de [l'ic
borate. En maintenant toujours une tension négative de s
ration, les anions vont tous migrer vers le détecteur Suu,

lanion borate qui constitue la matrice ionique (Fig. 13b)f';lcldes organiques ou des anions minéraux (chlorure, nitrate,

Bien entendu, cette méthode peut s'appliquer a I’analysseu”ate) dans de I'acide phosphorique semble ainsi possible.

d'impuretés anioniques dans un acide, a condition que la En électrophorése capillaire, il est communément admis
mobilité de son anion soit plus faible que celles de tous legi’'un tampon de force ionique élevée induit une distorsion

anions a analyser. Le dosage des anions minéraux dans des pics en raison de I'effet Joule. Récemment, Ding et al.

Temps (min.)
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0.035 T d’'autre part, que la teneur en sel dans I'électrolyte soit trois
fois supérieure a celle dans I'échantillon. Une des applica-
@ tions principales est le dosage d’'anions dans I'eau de mer.

Mgb

0.025 +
Moadification de la mobilité électrophorétique
du co-ion de la matrice

Li*

0.015 + La figure 15 illustre I'impossibilité d’analyser avec le tam-

pon usuel (imidazole 10 mM, acide acétique, pH 4,5) un
mélange de cations inorganiques dés lors que I'un d’'entre
eux (ici le calcium) est a une teneur beaucoup plus impor-
L tante que les autres (ici 50). Toutefois, Francois et al. [10-
11] puis Cahours et al. [37] ont montré que de telles co-
migrations pouvaient étre évitées en ralentissant la migration
du cation de la matrice. L'ajout d’agents complexants tels
que les éther-couronnes 18-C-6 ou 15-C-5, les anions oxa-
late ou dipicolinate, permet I'analyse et la quantification de
cations inorganiques a I'état de traces en présence de
matrice, respectivement potassium, sodium, magnésium ou
calcium. De plus, lors de l'analyse d’'un échantillon ayant
une matrice calcium, avec le tampon imidazole-acide
dipicolinique, le pic du calcium disparait de I'électrophoré-
gramme dés que l'on ajoute plus de 12N d’'acide dipi-
colinique au tampon imidazole (10 mM, pH 4,5), sans doute
en raison de la formation d'un complexe neutre entre le
cation C&*et le dianion dipicolinate (Fig. 16). D'une part,
cette méthode est simple puisqu’elle ne requiert qu'une
0.025 | Iégere modification du tampon, d’autre part elle n'induit pas
de perte d'efficacité, ni de modification du temps d’analyse.
Enfin, elle est quantitative et permet de doser des cations a
des teneurs massiques de 0,05 % dans des matrices calcium
et magnésium et 0,2 % dans une matrice sodium (Fig. 17).

absorbance

1.2 1.4 1.6 1.8 2 22 2.4

temps (min)

C)

0.045 +

absorbance
Mgz', Caz’,

Li*

0.005 +

A

-0.015 + + + +—
1.4 1.6 1.8 2 2.2 2.4
temps (min)

NH4" , K*

Prétraitement de I'échantillon

Par simple dilution

Yang [38] a montré qu'il était possible en électrophorése

Figure 15. Séparation d'un mélange de cations en €lectropho- capillaire d’analyser les cations dans les plantes aprés une

rese capillaire [37]. (a) de méme concentration, (b) en présence
d’'une matrice sodium. Conditions opératoires : capillaire de
silice fondue (47 cm x 75 pm); tampon : 10 mM imidazole,
pH 4,5; température : 25 °C; séparation : 30 kV ; injection
hydrodynamique : 5 s ; concentration des cations : a) 10 ppm;

b) 10 ppm sauf Na * 500 mg/L.

étape de minéralisation a I'acide nitrique ou sulfurique.
Toutefois, le minéralisat doit étre dilué pour éviter une dis-
torsion de la forme des pics. D’'un point de vue pratique, le
minéralisat ne doit pas contenir aprés dilution plus de 8 mM
d’acide nitriqgue ou 25 mM d’acide sulfurique ; la concen-

tration minimale détectable est alors de 600 ppb pour les
cations inorganiques [38].

[36] ont obtenu des séparations trés satisfaisantes de soft@r passage sur résines échangeuses d'ions
tions salines (NaCl 0,5 M) d'anions inorganiques (Fig. 14 ans certains cas, la matrice ionique d'un échantillon peut
et organiques (Fig. 14b), en utilisant des électrolytes tré il : ’iimin’ ; xtrq tion en ph Iidp d

concentrés (NaCl 1,5 M ou JSO, 0,2 M) avec une détec- e simplement € €€ par extraction eén phase solide de

. o : . .~ I’échantillon, selon un mode d’échange d'ions, et permettre
tion spectrométrique directe. La température du capillaire &nsi le dosage des ions minoritaires qui auraient été mas-
été évaluée a 49 °C pour un courant de @80 Dans ce qués sans ce prétraitement [39].

cas, le flux électroosmotique est quasiment supprimé par
interactions entre les groupements silanols et les cations Ainsi, le dosage des cations inorganiques (10 ppm) pré-
sodium ou lithium, évitant ainsi l'utilisation d’'un inverseur sents dans I'acide sulfurique 0,5 M (Fig. 18) est possible en
de flux électroosmotique. Ce type d’analyse est applicableEC, avec un tampon imidazole (10 mM, pH 4,5), apres pas-

condition que, d'une part la matrice saline n'absorbe pas, sage de cet acide dilué sur une résine de type(Eigl 18).
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Figure 16. Influence de la concentration en acide dipicolinique ajouté au tampon imidazole sur la séparation d’'un mélange de
cations inorganiques [37]. Conditions opératoires : capillaire de silice fondue (47 cm x 75 pum, longueur utile 40 cm) ; tampon : imi-
dazole 10 mM, acide dipicolinique, pH 4,5 ; température : 25 °C ; tension appliquée : 30 kV ; injection hydrodynamique : 5 s ; détec-

tion & 214 nm ; cations (10 ppm). concentration de l'acide dipicolinique (M) : (&) 2,5; (b) 5; (c) 7,5; (d) 10; (e) 12,5; (f) 15

D’autre part, le prétraitement de la soude 1 M sur uneentaines de ppb en injection hydrodynamique standard avec
résine de type Hpermet la détermination des anions inor-une détection spectrométrique indirecte et semble meilleure
ganiques présents dans la soude. Enfin la résineshdrés avec une détection conductométrique ou fluorimétrique (fac-
pratique pour éliminer une matrice chlorure ; citons I'anateur 10 environ). Des techniques plus compliquées (et pas
lyse des anions inorganiques dans HCI 1 M ou dans Na@pplicables a tous les échantillons) existent, telle que la pré-
1 M [39]. Dans ces exemples, le tampon utilisé est le tangoncentration de I'échantillon a I'intérieur de la colonne
pon dichromate de potassium 5 mM, pH 8 et la détectio(stacking).
indirecte est réalisée a 254 nm. Les séparations mentionnées

ont été réalisées pour une concentration en ions minoritaires-orsque 'échantillon comporte une matrice ionique, il est
de 10 ppm. possible soit de prétraiter I'échantillon sur résines échan-

geuses d’ions, soit de modifier la composition chimique du
tampon afin d’'introduire un mécanisme de complexation in-
situ de l'ion majoritaire ou pour réguler la valeur du flux

Conclusion électroosmotique de telle sorte que I'ion majoritaire (ou
celui de la matrice) ne migre pas vers le détecteur.

Un grand nombre de tampons peuvent étre utilisés en élec- Références

trophorése capillaire avec une détection spectrométrique

indirecte. Toutefois, la sélection d'un tampon performant. Morin, Ph.; Francois, C.; Dreux Minalusis1994 22, 178.
necessite la Co_nnalssance_des q_ua_lltes d'absorbance Sp.eptﬁ‘jileMacka, M.; Haddad, FElectrophoresisl997 12-13 2482.

des divers co-ions potentiels ainsi que de leurs propriétés _ _ ]
électrophorétiques. D’autre part, en terme de sélectivit$; Mercier, J. P Morin, Ph.; Dreux, M., Tambuté, A.
lajout d'un agent complexant spécifique d’un ion permet J- Chromatogr. AL99G 741, 279.

d'éviter la co-migration de deux ions ainsi que la perturbad. Mercier, J. P.; Morin, Ph.; Dreux, M.; Tambuté, A.
tion occasionnée par la matrice ionique de I'échantillon. J. Chromatogr. AL997 779, 245.

Enfin, la sensibilité de détection peut étre évaluée a quelques Soga, T.; Ross, Gl. Chromatogr. AL997, 767, 223.
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Figure 17. Séparations de cations inorganiques a I'état de
traces dans un échantillon avec une matrice ionique [37].
Conditions opératoires : capillaire de silice fondue (47 cm x
75 pm, longueur utile 40 cm); tampon : (a) 10 mM imidazole,
500 mM éther couronnel5-C-5, pH 4,5, (b) 10 mM imidazole, 0,75
mM acide oxalique, pH 4,5, (c) 10 mM imidazole, 200 pM acide
dipicolinique, pH 4,5; détection a 214 nm; tension : 30 kV;
injection hydrodynamique : () 5 s, (b) 1 s, (c) 5 s; tempéra-
ture : (a) 20 °C, (b) 25 °C, (c) 25 °C. Concentration des cations :
(a) NH,*, K*, Mg?#, Li*, Ca?* (1 ppm) et Na* 500 ppm; (b) NH ,*,
K*, Li*, Ca?*, Na* (0,5 ppm) et Mg ?* 1000 ppm ; (c) NH ,*, K*, Mg?,
Li*, Na*
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