
Introduction

Les techniques classiques d’électrophorèse sur plaque sont
largement utilisées en biochimie et en recherche biomédicale
pour l’analyse de routine des biopolymères. Pourtant, divers
problèmes liés à la méthode (lenteur, mise en œuvre diffi-
cile) empêchent les réelles avancées technologiques. Les
récents progrès en électrophorèse capillaire (EC) en font un
outil performant d’analyse des protéines, offrant divers avan-
tages tels que rapidité, quantification et automatisation
aisées. De plus, l’EC, avec ses différents modes de fonc-
tionnement, permet de mettre en place des stratégies com-
plémentaires pour caractériser l’échantillon biologique [1].
En électrophorèse capillaire de zone (ECZ), les séparations
se font en fonction de la charge et de la taille de la pro-
téine ; l’électrophorèse capillaire par isoélectrofocalisation
(cIEF) sépare les protéines selon leur point isoélectrique ;
l’électrophorèse capillaire sur gel (ECG) en présence de
dodécylsulfate de sodium (SDS) permet de déterminer la
masse de la protéine à partir de la migration du complexe
protéine - SDS.

La séparation des protéines a été réalisée par électropho-
rèse de zone, pour la première fois, par Jorgenson et Lukacs
[2]. Les efficacités théoriques, calculées à partir de la valeur
du coefficient de diffusion moléculaire sont supérieures à 106

plateaux théoriques par mètre. Ils ont montré qu’en fait,
l’adsorption des protéines sur la paroi du capillaire provoque
une perte d’efficacité très importante. Cette adsorption indé-
sirable peut être réduite ou éliminée par traitement de la sur-
face du capillaire, en recouvrant la paroi interne par une
phase stationnaire hydrophile, immobilisée de façon perma-
nente. Généralement, le dépôt d’un film neutre réduit le flux
électroosmotique, en masquant les charges de surface.
L’adsorption des protéines à la surface du capillaire est dimi-
nuée et la reproductibilité des analyses améliorée. Le film
formé après traitement de surface, doit être stable dans les
conditions de séparation, car l’utilisation du capillaire est
prévue pour des analyses répétitives. La dégradation de la
couche au cours d’une analyse conduit à une perte d’effica-
cité et de résolution, et surtout à un manque de reproducti-
bilité.

Parmi les nombreux procédés proposés pour le traitement
des capillaires, on distingue globalement deux approches
différentes. L’approche la plus simple à mettre en oeuvre
consiste à adsorber un polymère hydrophile constitué de
groupements neutres ou chargés positivement, capables de
masquer ou neutraliser les effets dus aux silanols de surface
du capillaire de silice. L’immobilisation du polymère est par-
fois accompagnée d’une réticulation thermique ou chimique
afin de stabiliser le dépôt de polymère. On peut aussi adsor-
ber le polymère sur une surface préalablement traitée par
greffage chimique. Dans une deuxième technique très
employée, on fixe de façon covalente une phase stationnaire
hydrophile qui a peu ou pas d’affinité pour les protéines à
séparer. Cette couche immobilisée est constituée dans la plu-
part des cas de chaînes macromoléculaires greffées ou obte-
nues par polymérisation in situ d’un monomère.

Modification des capillaires par adsorption
d’une couche hydrophile

En électrophorèse capillaire, l’adsorption d’un film protec-
teur hydrophile sur la paroi interne des tubes de silice est
probablement la méthode la plus facile à mettre en œuvre
pour réduire les interactions entre les protéines analysées et
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la surface. Dans la plupart des cas, la désactivation est réa-
lisée par adsorption directe sur la paroi de silice, mais par-
fois une modification préalable par un silane hydrophobe est
effectuée.

Adsorption sur paroi de silice

Le traitement du capillaire par une solution contenant un
polymère, capable de s’adsorber irréversiblement à la sur-
face du tube, permet d’obtenir des colonnes bien adaptées à
la séparation des protéines par électrophorèse capillaire. En
effet, après élimination de l’excédent de polymère, le film
adsorbé sur la paroi de silice masque les groupements sila-
nols. Cependant, la stabilité parfois médiocre de la couche
ainsi déposée peut nécessiter une étape supplémentaire de
réticulation chimique ou thermique.

Ce procédé, utilisé dès 1967 par Hjerten [3] a permis
d’éliminer le flux électroosmotique par dépôt sur la paroi
des capillaires d’un polymère neutre, la méthylcellulose,
puis réticulation à température élevée par le formaldéhyde.
Busch et al. [4] ont choisi l’acétate de cellulose pour passi-
ver la surface interne des capillaires. Avec les colonnes ainsi
modifiées, la séparation de protéines basiques a été effectuée
à des valeurs de pH voisines de 4, avec une efficacité pou-
vant atteindre 106 plateaux par mètre. La reproductibilité des
dépôts est satisfaisante (moins de 15 % de variation du
nombre de plateaux pour 10 colonnes testées). En revanche,
la couche d’acétate de cellulose étant instable à pH > 7,5 ce
type de colonne ne peut pas être utilisé pour les séparations
en milieu basique.

D’autres polymères neutres présentant des interactions
fortes avec la silice ont été utilisés pour modifier la surface
des tubes. En particulier, Gilges et al. [5] ont rapporté l’em-
ploi de capillaires recouverts d’alcool polyvinylique (APV)
modifié thermiquement à 140 °C. Les capillaires ainsi obte-
nus sont donc recouverts d’une couche permanente d’APV,
stable jusqu’à des valeurs de pH égales à 10, et permettent
de séparer des mélanges de protéines basiques ou de pro-
téines acides avec une excellente efficacité (Fig. 1).

Les polymères neutres provoquent en général une dimi-
nution importante du flux électroosmotique qui peut être un
inconvénient quand il s’agit d’analyser des protéines néga-
tives. En 1991, Bentrop et al. [6] ont décrit des capillaires
recouverts d’un film mince de polyméthylglutamate qui ne
provoquent qu’une réduction modérée du flux électroosmo-
tique.

Des polymères cationiques ont également été utilisés pour
modifier la surface interne des capillaires. Ces dépôts ont
pour effet de minimiser les interactions entre les protéines
basiques et la surface par répulsion électrostatique. Un poly-
mère cationique, la polyéthylèneimine (PEI), a été proposé
dès l990 par Towns et Regnier [7]. Avec de la PEI de masse
élevée (M = 20 000 g mol–1) le flux électroosmotique est
inversé sur la totalité du domaine de pH considéré (3 < pH
< 12) et son intensité varie peu entre pH = 8 et pH = 12.
Ces capillaires permettent ainsi la séparation de protéines
basiques sur une large gamme de pH. De plus, la stabilité

des dépôts, dans ces conditions d’utilisation, est satisfaisante
durant 6 à 7 jours.

Plus récemment, lors d’une étude portant sur l’influence
de la nature et de la concentration de l’électrolyte sur la
mobilité électrophorétique de trois protéines modèles,
Rabiller-Baudry et al. [8] ont comparé des capillaires recou-
verts de PEI, réticulée par du diglycidoxybisphénol A, et des
colonnes de silice vierge. Ils ont montré qu’après quelques
injections la paroi des capillaires se saturait en protéines et
que la mobilité de celles-ci devenait alors indépendante de
la nature chimique du capillaire.

Erim et al. [9] ont proposé un processus d’immobilisation
simplifié, utilisant des solutions aqueuses de polyéthylènei-
mine de masse très élevée. Ces capillaires se sont révélés
efficaces pour la séparation des protéines basiques (3 à 5 ×
105 plateaux par mètre). De plus, les temps de migration sont
reproductibles d’un lot à l’autre et subissent peu de modifi-
cation au cours du temps.

En conclusion, l’adsorption directe de polymères neutres
ou cationiques sur la paroi des capillaires de silice semble
être une méthode simple et rapide pour masquer les silanols,
ce qui permet dans la plupart des cas de séparer les pro-
téines avec une grande efficacité et une reproductibilité suf-
fisante. Il faut noter qu’une tentative de désactivation des
capillaires par une solution de protéine a également été
décrite [10]. La méthode consiste à adsorber du fibrinogène
sur la paroi de silice et à lui faire subir un traitement ther-
mique, à 70 °C durant 20 minutes. Les films de protéine
ainsi formés, semblent immobilisés irréversiblement et
empêchent l’adsorption des protéines. Ce traitement permet
de réduire le flux électroosmotique d’environ 30 %, et de le
maintenir à une valeur pratiquement constante en cours
d’utilisation.

Adsorption sur la paroi modifiée 
par un silane hydrophobe

Dès l991, le groupe de Regnier [11] a montré que l’adsorp-
tion de surfactants non ioniques linéaires (Tween) ou rami-
fiés (Brij) sur des capillaires traités par un silane hydrophobe
était une méthode intéressante pour rendre la surface bio-
compatible. La partie hydrosoluble du surfactant semble, en
effet, former une couche hydrophile, qui masque le film de
silane et les silanols résiduels. Ce traitement se traduit par
une réduction du flux électroosmotique, plus importante
avec le surfactant ramifié (Brij). Ainsi on peut séparer à 
pH = 7, des mélanges de protéines acides ou de protéines
basiques, démontrant ainsi l’efficacité de la méthode.
Cependant, le manque de stabilité du film adsorbé nécessite
l’addition de surfactant à l’éluant.

Huang et al. [12] préconisent l’emploi de surfaces ren-
dues hydrophobes par formation de chaînes orientées de
polyalkylsiloxanes. Alors que les capillaires obtenus après
adsorption de Brij nécessitent, comme précédemment, la
percolation en continu de solutions diluées de surfactant
pour que les temps de migration soient reproductibles,
l’adsorption d’un surfactant macromoléculaire, breveté par
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Supelco, conduit à des revêtements présentant une bonne
stabilité au cours du temps.

Formation de dépôts minéraux ou de sol-gels 
sur la paroi

La technique sol-gel utilisée par Engelhardt et al. [13], dans
le cas du méthacryloxypropyltriméthoxysilane (MAPS), per-
met d’obtenir des films présentant une excellente résistance
à l’hydrolyse acide et basique. En particulier, des variations
minimes du flux électroosmotique ont été observées [14],
après traitement de ces capillaires dans des conditions
extrêmes de pH (Fig. 2), alors que les tubes de silice modi-
fiés par simple silanisation manquent de stabilité dans des
conditions analogues.

La formation de dépôts par la technique sol-gel semble
être une méthode rapide et bien adaptée à la séparation des
protéines en électrophorèse capillaire.

Modification des capillaires 
par greffage chimique

Une modification permanente de la surface du capillaire par
des composés biocompatibles paraît être la solution la plus
séduisante, pour minimiser l’interaction protéine - silice. Les
groupements silanols offrent diverses possibilités pour le
traitement chimique des capillaires de silice. Ils permettent,
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Figure 1. Séparation de protéines basiques à pH = 5,5 (A) et de
protéines acides à pH = 10 (B) dans un capillaire recouvert d’al-
cool polyvinylique. Capillaire : 57 cm de longueur effective, ∅
int. 50 µm. Électrophérogramme (A) : échantillon : (1) lysozyme,
(2) cytochrome C, (3) trypsine, (4) ribonucléase A, (5) trypsino-
gène et (6) α-chymotrypsinogène A. Tampon : phosphate de
sodium 50 mM, pH 5,5. Conditions : 30 kV (429 V/cm), 33 µA ;
20 °C ; Injection : 10 kV, 6 s. ; détection : UV, 214 nm. Électro-
phérogramme (B) : échantillon : (1) pepsine, (2) inhibiteur tryp-
sique, (3) α-lactalbumine, (4) myoglobine et (5) anhydrase 
carbonique. Tampon : AMP/acide cacodylique 50 mM, pH = 10.
Conditions : –35 kV (500 V/cm), 10 µA ; 20 °C ; injection : 20 kV,
7 s. ; détection : UV, 220 nm. D’après la référence [5], avec la
permission de American Chemical Society.

Figure 2. Flux électroosmotique mesuré en fonction du temps
d’exposition aux conditions acides. Conditions : Tampon phos-
phate (20 mM, pH 3,4) + 1 % acide trifluoroacétique. ( ●) dépôt
de gel de silice aminé, ( ❍) tube de silice modifié par silanisa-
tion. ( ∅ int. 50 µm). D’après la référence [14], avec la permis-
sion d’Elsevier Science.



en particulier, de greffer sur la paroi des composés ou des
polymères hydrophiles, qui réduisent l’adsorption des pro-
téines. Une autre voie, impliquant la polymérisation d’un
monomère hydrophile à l’intérieur du tube (polymérisation
in situ) est également couramment utilisée. Elle conduit à
des capillaires, recouverts d’un film de polymère ancré à la
paroi, parfaitement adaptés à l’électrophorèse capillaire des
protéines.

Greffage d’un composé ou d’un polymère 
hydrophile

Les premières tentatives de désactivation des capillaires par
greffage chimique, font référence à l’emploi de composés
hydrophiles de faible masse moléculaire. En particulier,
Bruin et al. [15] ont décrit des tubes modifiés par des fonc-
tions diol, obtenus par silanisation de la paroi avec du gly-
cidoxypropyltriméthoxysilane puis hydrolyse acide. Ces
colonnes d’une efficacité voisine de 105 plateaux par mètre
ont permis de séparer des protéines basiques à pH 4, mais
la dégradation de la forme des pics aux valeurs de pH supé-
rieures à 5 en limite le domaine d’application. Par la suite,
l’efficacité des revêtements protecteurs a pu être améliorée
en greffant des films de polymère sur la surface des capil-
laires. En particulier, du polyoxyéthylène a été fixé sur des
tubes de silice modifiés par du glycidoxypropyltriméthoxy-
silane (GPTS) en solution dans du toluène [16]. Ces
colonnes permettent de séparer les protéines en milieu acide
mais leur domaine d’utilisation est très restreint (3 < pH
< 5), du fait de l’élargissement et de la disymétrie des pics
aux valeurs de pH supérieures à 5. Une modification du pro-
cessus de greffage des chaînes de polyoxyéthylène (POE) a
permis à Nashabeh et El Rassi [17] d’élaborer des capillaires
mieux adaptés à l’analyse des protéines.

Une autre voie intéressante [18], consiste à greffer sur la
paroi le polyoxyéthylène, polymère neutre et hydrophile,
ainsi que des fonctions ammonium quaternaire limitant les
interactions entre les protéines positives et la paroi. La pré-
sence des charges positives sur la surface provoque une
inversion du flux électroosmotique pour des valeurs de pH
inférieures à 5,8 et se traduit par un nombre de plateaux
élevé (2 × 105 plateaux par mètre).

Un procédé différent dans lequel la surface du capillaire
est recouverte d’un film épais de polymère époxy a été intro-
duit par Towns et al. [19]. La méthode utilisée consiste à
greffer du GPTS sur la paroi du tube, puis à polymériser, en
présence d’un catalyseur, une pellicule de 1,2-diglycidoxyé-
thane, puis une pellicule de glycidol. La durée de vie des
colonnes est supérieure à 120 heures et des protéines acides
ou basiques peuvent être séparées à des pH compris entre 5
et 10.

Lee et al. [20,21] ont proposé une méthode originale
impliquant une étape unique, durant laquelle la fonctionna-
lisation de la silice, le greffage et la réticulation du poly-
mère, en présence d’un amorceur de radicaux libres (per-
oxyde de cumyle), ont lieu simultanément. Des polyéthers,
de l’hydroxypropylcellulose et de la polyéthylèneimine ont
pu être greffés selon ce principe, conduisant à des colonnes

reproductibles, stables et d’une grande efficacité (plus de 106

plateaux par mètre, dans certains cas). Ces capillaires ont été
utilisés pour séparer non seulement des protéines basiques
mais également des fragments peptidiques [21] comme indi-
qué sur la figure 3.

Polymérisation in-situ

Cette méthode en deux étapes, initialement utilisée par
Hjerten [22], consiste à greffer sur la paroi du capillaire un
composé vinylique ou acrylique, puis à copolymériser un
monomère hydrophile, introduit dans le tube, avec les grou-
pements insaturés liés à la paroi. Ce procédé conduit à la
formation de couches monomoléculaires de polymère, gref-
fées à la surface du capillaire. Hjerten [22] a ainsi réalisé la
polymérisation in situ, en milieu aqueux, de l’acrylamide
après traitement du capillaire par un silane insaturé, le
γ-méthacryloxypropyltriméthoxysilane (MAPS). L’emploi de
ce réactif permet de relier le polymère à la paroi du tube par
des ponts siloxanes Si-O-Si-C (Fig. 4). Cette modification
rend le flux électroosmotique pratiquement nul et conduit à
des résultats similaires à ceux obtenus précédemment avec
des couches épaisses de méthylcellulose [3].

D’autres polymères ont été greffés in situ par l’intermé-
diaire du MAPS. Ainsi, des capillaires recouverts de poly-
vinylpyrrolidone [23] ont permis de séparer un mélange de
quinze protéines acides et basiques (pI compris entre 4,5 et
11), en moins de 25 minutes, avec une solution d’électrolyte
acide (pH = 2) ; les pics obtenus sont fins et symétriques,
mais l’utilisation de ces capillaires à des valeurs de pH supé-
rieures à 5 tend à augmenter l’asymétrie des pics.
Récemment, Xu et al. [24] ont montré que l’emploi de 
copolymères de vinylpyrrolidone et de vinylimidazole 
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Figure 3. Electrophorégramme de peptides obtenus à partir de
la digestion chymotryptique du lysozyme réduit et carboxymé-
thylé sur un capillaire modifié. Conditions : capillaire (74 cm ×
75 µm ∅ int.) avec dépôt de Superox 4 ; tampon : Tris-HCl
25 mM, pH 4,8 ; tension : 15 kV ; injection électrocinétique : 
2 s à 10 kV. D’après la référence [21], avec la permission de 
J. Microcol. Sep .



permettait également une séparation efficace des protéines
basiques à pH 5 ; en effet, la présence de charges positives,
résultant de la protonation des cycles imidazoles à pH < 7,
limite leur adsorption sur la paroi des tubes de silice. Mais
la stabilité des dépôts de polymère aux valeurs de pH supé-
rieures ou égales à 7 est réduite.

Huang et al. [25,26] ont montré que la formation à la sur-
face du capillaire de couches orientées d’alcényltriméthoxy-
silanes générait des films monomoléculaires d’alkylsilane

stables en milieu basique, ce qui tend à prouver que les
ponts siloxanes sont bien protégés par ce film hydrophobe.
Après traitement des capillaires, ainsi modifiés, par du poly-
acrylamide [25] ou par des copolymères d’hydroxypropyl-
cellulose et de 2-hydroxyéthylméthacrylate réticulés [26], les
séparations de protéines réalisées en milieu basique se sont
avérées efficaces et reproductibles.

Un procédé original, impliquant le greffage d’un poly-
mère insaturé sur la paroi d’un capillaire par l’intermédiaire
de ponts siloxanes, a été proposé par Schmalzing et al. [27].
Il consiste à former une couche de poly (vinylsiloxane) hau-
tement réticulée par réaction du diol correspondant avec les
silanols de la paroi. Les fonctions vinyliques du film greffé
à la surface sont ensuite utilisées pour polymériser in situ de
l’acrylamide.

Les méthodes précédemment décrites, basées sur l’utili-
sation d’un organosilane, conduisent dans certains cas à des
revêtements ayant une stabilité médiocre [23,24], attribuée à
l’hydrolyse, à pH élevé, des ponts siloxanes reliant le poly-
mère à la paroi de silice. Pour résoudre ce problème, Cobb
et al. [28] ont proposé un autre type de modification des sila-
nols permettant de greffer un composé vinylique à la surface
du capillaire par l’intermédiaire de liaisons Si-C stables (Fig.
5). La polymérisation in situ de l’acrylamide est ensuite réa-
lisée en milieu aqueux par un procédé similaire à celui de
Hjerten [22].

Afin d’éviter les problèmes liés au manque de stabilité en
milieu basique d’une part des ponts siloxanes, d’autre part
des fonctions amides du polyacrylamide, Chiari et al.
[29,30] ont greffé à la paroi des revêtements de polyacryla-
mide N-substitué, connus pour être plus résistants à l’hy-
drolyse, par l’intermédiaire de liaisons Si-C. Il a été montré
que ces capillaires, à base de polyacrylamide N-substitué,
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Figure 4. Schéma réactionnel de la formation d’un dépôt de
polymère par polymérisation in-situ de l’acrylamide.

Figure 5. Schéma réactionnel de greffage d’un groupement
vinylique via des liaisons Si-C. Selon Cobb et al. [28].



conduisaient à une amélioration de la reproductibilité des
analyses, à pH 8,5, de protéines acides.

En conclusion, la polymérisation in situ de monomères
hydrophiles dans des tubes de silice modifiés est une
méthode simple et efficace. Le manque de stabilité des capil-
laires, parfois observé aux valeurs élevées de pH, a été attri-
bué par certains auteurs à l’hydrolyse des ponts siloxanes.
Cependant, le greffage de chaînes de silane autoassemblées,
ou la formation de liaisons Si-C entre la silice et les gref-
fons insaturés, permettent de remédier aux problèmes de sta-
bilité. D’autre part, la résistance du polymère immobilisé à
l’hydrolyse et l’homogénéité du film polymérisé sur la paroi
sont également des paramètres essentiels.

Conclusion

Bien que l’utilisation de capillaires de silice présente des
avantages du fait de leur conductivité thermique élevée et de
leur transparence en UV, l’adsorption des biomolécules sur
la paroi et le manque de résistance à l’hydrolyse sont des
inconvénients majeurs. Les méthodes présentées précédem-
ment permettent en partie d’y remédier mais elles sont par-
fois longues à mettre en oeuvre.

Depuis quelques années, des capillaires constitués de
polymères tendent à se développer. En particulier, l’utilisa-
tion de tubes de polypropylène est assez répandue car il
s’agit d’un matériau souple, stable aux valeurs extrêmes de
pH et transparent dans le domaine du visible et du proche
UV. Cependant le caractère hydrophobe de la surface ne per-
met pas une analyse directe des protéines et nécessite, par
exemple, l’addition d’un surfactant non ionique à la phase
mobile [31].

Les progrès réalisés dans les procédés de traitement de
surface des capillaires de silice ont abouti à la commercia-
lisation de capillaires prétraités, avec modification perma-
nente de la surface de silice. Le tableau I donne une liste de
quelques capillaires passivés, commercialement disponibles.
Le manque de stabilité des tubes modifiés, ainsi que leur
coût prohibitif limitent encore leur usage en EC des pro-
téines. Les capillaires prétraités trouvent des applications
dans les divers modes d’EC car ils permettent de réduire
l’adsorption des protéines et augmentent les performances de

l’analyse. Leur utilisation s’avère indispensable pour éviter
l’adsorption irréversible des protéines basiques sur la paroi
du capillaire de silice. En EC de zone des protéines, les
capillaires passivés de façon permanente trouvent des 
applications lors des analyses qui utilisent des tampons sans
additifs, ayant une force ionique peu élevée. L’EC par foca-
lisation isooélectrique est souvent utilisée pour séparer les
protéines par leur charge et déterminer leur point isoélec-
trique. Une large gamme de pH est balayée et l’utilisation
de capillaires prétraités s’avère indispensable non seulement
pour réduire l’adsorption des protéines mais aussi pour évi-
ter les variations importantes du flux électroosmotique.
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