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SOMMAIRE 

L'électrophorèse capillaire (EC) est une technique de séparation 

qualitative ou de quantification d'introduction récente. Elle résulte de l'union 

du puissant mécanisme de séparation électrophorétique avec les concepts 

d'instrumentation et d'automatisation chromatographiques. Si, au début, l'EC 

était utilisée pour la séparation de substances ioniques, la mise en oeuvre de 

différents mécanismes de séparation a permis l'apparition de plusieurs 

modes d'EC dont la chromatographie électrocinétique micellaire (CECM), 

l'électrophorèse capillaire de gel (ECG), la focalisation isoélectrique (FIE) et 

l'isotachophorèse capillaire (ITP). Ces méthodes ont permis l'analyse de 

grandes variétés de substances, comme les oligonucléotides, les vitamines, 

les pesticides, les composés chiraux, les acides aminés, les protéines et les 

peptides. Elles ont permis également la séparation de cellules entières et de 

particules virales. 

Dans le but de pousser plus à fonds l'analyse fine des peptides par EC, 

nous avons appliqué l'électrophorèse de zone (ECZ) et la CECM à la 

séparation des analogues peptidiques de l'hexaréline. L'hexaréline est un 

nouveau sécrétagogue de l'hormone de croissance. Les analogues choisis 

diffèrent par leur structure, leur charge et leur hydrophobie. 

Nous avons mis au point les conditions optimales de séparation qui ont 

permis la séparation entre sept analogues de l'hexaréline. En ECZ, une 

concentration du tampon phosphate de triethylammonium de 200 mM, à pH 

3.50, sous voltage de 16 KV, nous a permis une séparation efficace en un 

temps d'analyse inférieur à 30 min. L'effet de solvants organiques sur la 

résolution a été évalué. L'acétonitrile diminue le temps de migration et le 

méthanol l'augmente, sans améliorer la résolution. Dans les conditions ainsi 
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définies, la reproductibilité des temps de migration montrait un coefficient de 

variation inférieur à 3.9 ci/o. L'analyse des différents paramètres mis en jeu 

nous a permis d'établir un modèle semi-empirique reliant le temps de 

migration d'un peptide au rapport de sa charge sur sa masse. 

Des tensioactifs non-ioniques ont été employés pour le développement 

de la CECM. Les conditions idéales de séparation ont été obtenues par 

l'optimisation des concentrations des tensioactifs neutres testés tels: Tween 

20 (20 mM), Triton X-100 réduit (10 mM) et octylglucoside (40 mM). Dans ce 

cas, nous avons obtenu une relation linéaire entre le temps de migration des 

analogues et leurs indices d'hydrophobie. 

Finalement, les analogues peptidiques de l'hexaréline ont été séparés 

par chromatographie liquide à haute performance en phase inversée (RP-

HPLC). Dans ce cas on observait une co-élution entre l'hexaréline et l'un de 

ses analogues de même indice d'hydrophobie. Cependant, l'ordre d'élution 

en CECM était semblable à celui du HPLC. 

En conclusion l'ECZ semble la méthode la plus efficace pour la 

séparation des analogues chargés de l'hexaréline. L'ECZ possède un pouvoir 

de résolution supérieur à HPLC et des conditions opératoires plus aisées. 

Mots-clés: électrophorèse capillaire de zone, chromatographie 

électrocinétique micellaire, hexaréline, analogues peptidiques, 

chromatographie liquide à haute performance. 
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1 - L'ÉLECTROPHORÈSE CAPILLAIRE 

1.1 L'électrophorèse capillaire: sa place dans les techniques 

électrophorétiques 

L'électrophorèse, définie comme une migration différentielle des substances 

chargées sous l'effet d'un champ électrique, a été réalisée pendant très 

longtemps et encore actuellement, sur différents types de supports: papier, 

acétate de cellulose, gel d'agarose ou gel d'acrylamide (1). Elle a été introduite 

pour la première fois par Tisélius en 1937 (2). Les phénomènes de convection 

et de diffusion thermique en ont longtemps limité les performances de 

séparation. En plus, les supports comme le papier ou la cellulose peuvent 

interagir avec les espèces à séparer, et donc interférer dans les phénomènes 

électrophorétiques (3). En outre, le temps de séparation est variable et dépend 

du support utilisé. Dans sa forme classique, l'électrophorèse est difficilement 

automatisable (4). 

Différentes solutions ont été proposées pour améliorer l'électrophorèse 

classique: introduction de tubes plutôt que de gels sur plaque par Martin en 

1942 (5), isotachophorèse ou électrophorèse de déplacement avec la détection 

directe par absorption UV des zones séparées décrite par Everaerts en 1964 

(6), migration électrophorétique réalisée dans un capillaire de 200 a 500 Ftrn 

effectuée par Virtenan en 1974 (5).Cette dernière méthode de séparation a été 

couplée à un mode de détection par potentiométrie. 

En 1980, Mikkers a décrit une "électrophorèse de zone à haute 

performance" (EZHP ). Il a réalisé la séparation de 16 acides aminés dans un 

tube en polytétrafluoréthylène (PFTE) de 200 j_tm de diamètre. La détection des 

espèces séparées était également obtenue par absorption en UV (7). 
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D'autre part, Jorgenson et Lukac en 1981, ont employé les tubes capillaires 

en silice fondue de 75 Ftm de diamètre interne, avec une détection par 

fluorescence (8,9). Ces derniers auteurs ont ainsi lancé les bases analytiques et 

instrumentales de l'électrophorèse capillaire (EC) telle que nous la connaissons 
actuellement. 

La miniaturisation d'EZHP s'est effectuée parallèlement à celle de la 

chromatographie à haute performance. Ces developpements techniques ont 

abouti à des méthodes hybrides. Ainsi, en 1984, Térabé a proposé la 

chromatographie électrocinétique micellaire (CECM) pour la séparation des 

espèces chargées et neutres en utilisant les micelles comme pseudo-phases 

(10). De même d'autres auteurs comme Knox et Grant (11) ont introduit la 

notion d'électrochromatographie capillaire (ECC) en utilisant comme support les 

capillaires remplis de microparticules de silice. 

1.2 L'électrophorèse capillaire: instrumentation et 

fonctionnement 

Un système d'électrophorèse capillaire est composé principalement d'un 

capillaire de séparation, d'une alimentation électrique , d'un dispositif d'injection 

et d'un détecteur (12). (figure 1) 

1.2.1 Le capillaire de séparation 

Les capillaires de séparation ont un diamètre intérieur compris entre 25 et 

200 lm, et une longueur variant de 20 à 100 cm. Le materiau le plus utilisé est 

la silice fondue (13). Les tubes en verre borosilicate et les polymères 

(polytétrafluoréthylène et fluoréthylènepropylène) sont rarement employés (14). 
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Le capillaire est rempli avec l'électrolyte de séparation. Les extrémités sont 

immergées dans deux récipients contenant le même électrolyte , et recevant les 

électrodes à haut voltage (15). Les électrodes sont généralement en platine. 

Ci plilalra 

 

étecteur 

 

acquisition 
des données 

haut. voltige 

Fig. 1.- Représentation schématique d'un système d'électrophorèse capillaire. 
(Tiré de Taverna M. et al. Ann. pharmaceutiques françaises. Vol. 50, n° 

4, 1992, p. 201). 

1.2.2 L'alimentation électrique 

L'alimentation électrique génère une différence de potentiel pouvant 

atteindre jusqu'à 30 KV ,et des courants de 100 à 200 µ A (10,16,17). 
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1.2.3 L'injection de l'échantillon 

L'injection de l'échantillon (1-20 nL) peut être effectuée soit de façon 

mécanique (par gravité ou injection pneumatique), soit par électro-injection (18). 

a) Injection par gravité 

Dans ce type d'injection, l'échantillon est injecté en surélevant le récipient 

contenant l'échantillon à un niveau supérieur à celui du réservoir de l'électrolyte 

de séparation, situé à la sortie du capillaire (19,20,21). 

b) Injection pneumatique 

L'introduction de l'échantillon est réalisé en appliquant une suppression de 

gaz inerte au niveau du récipient contenant l'échantillon, ou une dépression sur 

le réservoir du tampon de travail à la sortie du capillaire (22). 

c) Électro-injection 

Cette méthode d'injection se déroule comme suit : l'électrode et l'extrémité 

d'entrée du capillaire sont retirées du tampon d'analyse et immergées dans 

l'échantillon. Une tension est appliquée pour une durée déterminée. Après 

interruption de cette tension, l'extrémité du capillaire et l'électrode sont retirées 

de l'échantillon et immergées de nouveau dans l'électrolyte de travail 

(8,9,17,23). 

1.2.4 La détection 

a) Absorptiométrie 

La mesure de l'absorption ( UV-visible) est effectuée directement à travers 

le capillaire. La cellule de détection est formée par combustion après retrait de 

la gaine souple entourant le capillaire, sur une section de 1 cm de longueur et 

située à environ 15 cm de l'extrémité du capillaire (10,24). 



6 

b) Fluorimétrie 

La détection par fluorescence implique l'utilisation d'un fluorimètre à source 

laser. Les faisceaux d'excitation et d'émission sont acheminés par des fibres 

optiques (25,26). 

c) Conductimétrie 

Dans ce mode de détection, le signal obtenu est proportionnel à la 

différence de conductivité entre l'échantillon et l'électrolyte (27). 

d) Réfractométrie 

La détection est fondée sur la mesure de l'angle de déviation d'un faisceau 

laser, résultant d'une variation d'indice de réfraction(28). 

e) Électrochimie 

L'extrémité du capillaire constitue la cellule de détection. Celle-ci est 

transformée en une cellule électrochimique. Le capillaire de détection est 

séparé du capillaire de séparation par une jonction poreuse (fracture dans la 

paroi du capillaire). La cellule électrochimique est constituée principalement 

d'une électrode de travail (fibre de carbone), d'une électrode de référence, 

d'une lame microscopique, et d'un micromanipulateur (29). 

f) Spectrométrie de masse 

Le couplage de l'EC avec un spectromètre de masse est relativement aisé dû 

à l'utilisation des capillaires et l'existence d'un écoulement électroosmotique. 

L'introduction de l'échantillon se fait par électro-nébulisation (30,31). 

1.2.5 La migration électrophorétique 

L'échantillon à séparer est injecté à l'extrémité opposée du détecteur (du 

coté de l'anode). L'application d'un champ électrique à travers le capillaire 
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produit une migration des différentes espèces chimiques au sein de l'électrolyte. 

Les divers constituants se séparent en fonction de leurs vitesses de migration à 

un pH déterminé (32). 

Chaque substance est détectée à proximité de l'extrémité du capillaire 

opposée au site d'injection (cathode). La réponse du détecteur en fonction du 

temps fournit un électrophorégramme composé de pics (33). Les espèces 

chimiques sont identifiées par leurs temps de migration. 

La surface sous la courbe des différents pics est quantitativement 

proportionnelle à la quantité injectée. 

1.3 L'électrophorèse capillaire : bases physico-chimiques 

1.3.1 L'électro-migration 

a) Définition 

Sous l'application d'un champ électrique, toute espèce chimique 

électriquement chargée (anion ou cation), se déplace avec une vitesse linéaire 

appelée vitesse de migration électrophorétique, donnée par la relation ( 32) : 

V ep = Il ep  . E ( Eq . 1) 

où : y ep = vitesse de migration électrophorétique de l'ion (cm/sec.) 

p, ep = mobilité électrophorétique ( cm 2/volt.sec). 

E 	= champ électrique ( Volt/cm.) 

Chaque ion migre vers l'électrode de charge opposée. Ce mouvement 

s'effectue dans le sens du champ électrique E pour les cations (vers la cathode) 

et dans le sens opposé pour les anions (vers l'anode) (Figure 2). 



Electro-migrztion anode 

  

-=-1 
«i----1 ve ve 

  

cathode 1 

Fig. 2.- Représentation schématique du phénomène d'électro-migration : 
électromigration des cations vers la cathode et des anions vers l'anode. 
(Tiré de Robert F. et al. Ann. Biol. Clin., Vol.49, 1991, p.137). 
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b) La mobilité électrophorétique 

La mobilité électrophorétique (p.ep) est une constante caractéristique de 

chaque ion dans un milieu à pH donné . Elle est déterminée par la force 

électrique de l'ion et la force de friction du milieu : 

Force électrique (FE) 
Force frictionnelle (FF) 

( Eq .2) 

La force électrique et la force de friction se définissent respectivement comme: 

FE 	= q . E 

FF 	= - 67-crir v 

où 	q = charge de l'ion 

ri = viscosité du milieu 

r = rayon ionique 

v 	= vitesse de l'ion 

( Eq .3) 

( Eq .4) 
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Pendant l'électrophorèse un équilibre s'établit entre la force électrique et la 

force de friction, les forces de sens opposé s'équilibrent ainsi: 

q. E = 6 Tc i r v donc: 

q .E 
v = 	 

6 Tc ri r (Eq.5) 

Portant la vitesse (v) dans l'équation 1, on obtient la valeur de la mobilité 

électrophorétique (33) : 

q  
Ilep = 6rvrir 

(Eq. 6) 

c) Caractéristiques de la mobilité électrophorétique 

La mobilité électrophorétique possède plusieurs caractéristiques: elle est 

proportionnelle à la charge du composé et inversement proportionnelle à sa 

taille. Ainsi, les molécules les plus chargées de petites tailles possèdent une 

mobilité électrophorétique plus importante que les molécules de grandes tailles. 

Ces dernières migrent lentement et sont détectées en dernier (figure 3) (32). 
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Fig.3 .- Représentation schématique du principe de séparation 
électrophorétique des cations selon leur charge et leur taille. 
(Tiré de Methods ln Molecular Biology; Vol 52: Capillary Electrophoresis 
Guidebook. Altria KD. ed. Copyright Humana Press Inc., Totawa, 
NJ. 1996, p. 5)  

La mobilité électrophorétique est une constante physique déterminée 

lorsque la substance possède une charge définie à dilution infinie. Cette 

mobilité absolue diffère de celle déterminée expérimentalement, appelée 

mobilité effective. 

Lorsqu'une espèce en solution existe sous plusieurs formes ioniques avec 

différentes mobilités absolues, la mobilité effective se déduit par la somme de 

ses mobilités absolues. En fait, la mobilité électrophorétique effective dépend 

du pH, de la présence d'agents complexants, de la force ionique du milieu et de 

la nature du solvant (viscosité, solvatation). Elle est indépendante du voltage 

appliqué et de la longueur de la colonne (34). 
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1.3.2 L'électroosmose 

a) Définition 

L'électroosmose est un phénomène de transport des molécules de 

solvants. Les parois internes des capillaires en silice sont chargées 

négativement due à l'ionisation des groupements silanols (Si0-) situés à 

l'intérieur de la paroi du capillaire. Les charges négatives attirent les cations 

présents dans le solvant provoquant ainsi la formation d'une couche cationique 

stagnante adjacente à la paroi du capillaire. La double couche de charges 

respectivement négatives et positives formée à la surface de la paroi du 

capillaire présente une différence de potentiel appelée potentiel zéta (9,35,36). 

À la couche cationique stagnante, liée aux groupements silanols de la paroi, 

se superpose vers le centre du capillaire une deuxième couche cationique 

diffuse et mobile. Lors de l'application d'un champs électrique, cette deuxième 

couche cationique diffuse se met en mouvement vers la cathode, entraînant des 

molécules de solvant avec elle. Cette migration cathodique de la couche 

cationique diffuse est appelée flux électroosmotique (figure 4). 

Le flux électroosmotique possède une vitesse linéaire appelée vitesse 

électroosmotique qui est proportionnelle au champ électrique appliqué (E), et à 

la mobilité électroosmotique (i.i.„). 

(Eq. 7) 
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Fig. 4.- Représentation schématique du developpement de l'électro-osmose: 
a) Ionisation des groupements silanols à l'intérieur de la paroi du capillaire 

et formation de charges négatives 
b) Formation d'une couche cationique stagnante adjacente à la paroi du 

capillaire 
c) Mouvement des cations excédentaires de la couche diffuse du solvant en 

direction de la cathode 
(Tiré de High Performance Capillary Electrophoresis: An Introduction. 2nd  edition. 
Hewlett-Packard Company. 1992, p.17). 
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b) La mobilité électroosmotique 

La mobilité électroosmotique est directerment proportionnelle au potentiel 

zéta ( 	à la constante diélectrique du solvant (s), et à la permittivité du vide 

(E0) dont la valeur est égale à 8.85 x 10-12 c2.1\rim-2. La mobilité 

électroosmotique est inversement proportionnelle à la viscosité du solvant (ri) 

(37). 

s Sc) 
P. eo = 	 

Il  

(Eq. 8) 

c) Caractéristiques de la mobilité électroosmotique 

Différent paramètres influencent la mobilité électroosmotique: 

i) Le pH : la lue°  est dépendante du pH de l'électrolyte car le potentiel zéta 

est essentiellement déterminé par l'ionisation des groupements silanols. À 

pH élevé les groupements silanols sont ionisés et le flux 

électroosmotique augmente fortement. À pH inférieur à 4, l'ionisation est 

faible et le flux électroosmotique non-significatif (figure 5) (38,39). 
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Fig. 5.- Représentation graphique de la variation du flux électroosmotique en 
fonction du pH du solvant de migration. 
(Tiré de Methods ln Molecular Biology; Vol 52: Capillaty Electrophoresis 
Guidebook. Altria KD. ed. Copyright Humana Press Inc., Totawa, 
NJ.1996, p. 5). 
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ii) La nature et la concentration des ions de l'électrolyte de travail : lorsque la 

force ionique augmente, le potentiel zéta et la mobilité électroosmotique 

diminuent (38,40). 

iii) La température: le flux électroosmotique est proportionnel à la température 

(41). 

iv) L'addition de solvants organiques: les solvants organiques modifient la 

viscosité, le potentiel zéta, et la constante diélectrique du milieu. Le flux 

électroosmotique est donc diminué (39). 

v) L'état chimique de la surface interne du capillaire: l'électroosmose est 

spécifique aux capillaires de silice fondue. Le traitement interne de la paroi 

du capillaire par différents agents comme le polyacrylamide ou le 

polyethylèneglycol peut diminuer, même supprimer le flux électroosmotique. 
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Les agents cationiques comme le bromure de cétyle trinnéthyle ammonium 

inversent le flux électroosmotique (42,43). 

Le flux électroosmotique entraîne le mouvement des différentes espèces 

chimiques dans la même direction indépendamment de leur charge. Donc, 

sous l'influence du flux électroosmotique les espèces chimiques chargées 

positivement et négativement migrent dans la même direction. 

Dans le cas où le capillaire est chargé négativement le flux électroosmotique 

migre vers la cathode. Les anions vont ainsi migrer vers la cathode car la 

mobilité électroosmotique (i_tec,) est supérieure à leur propre mobilité 

électrophorétique (Jtep). Donc les cations, anions et les particules neutres vont 

migrer dans une seule direction. 

Les cations migrent en premier car ils sont chargés positivement, les 

substances neutres accompagnent le flux électroosmotique. En dernier, arrivent 

les anions chargés négativement, emportés malgré eux, car la p.„ est 

supérieure à la !lep  (figure 6) (44) . 



C 
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Fig. 6.- Représentation schématique de la migration des substances chargées 
et neutres en électrophorèse capillaire. À la migration électrophorétique 
propre se surajoute le flux électroosmotique. 

(Tiré de High Performance Capillary Electrophoresis: An Introduction. 2' 
edition. Hewlett-Packard company. 1992, p. 17). 
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Ainsi la migration apparente d'un soluté est la somme de la mobilité 

électrophorétique du soluté et de la mobilité électroosmotique (15) : 

1-1  apparente = 	ep 	ea 
(Eq. 9) 

La mobilité électroosmotique peut être calculée expérimentalement en 

mesurant le temps de migration que met un traceur neutre comme l'oxyde de 

mesytile (45), la pyridine, ou le benzène (14). La migration de celle-ci est égale 

à la mobilité électroosmotique. 
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1.4 L'électrophorèse capillaire : paramètres analytiques 

Les paramètres analytiques fondamentaux caractérisant l 'EC trouvent leur 

origine dans la théorie caractérisant la séparation par chromatographie sur 

colonne. La discussion qui suit s'applique tant à l'ECZ qu'à la CECM. 

1.4.1 Le temps de migration et la mobilité électrophorétique 

Le temps de migration (tm) est le temps nécessaire pour qu'un soluté migre 

du point d'injection au point de détection. Dans le cas de séparation 

électrophorétique en présence d'un flux électroosmotique on peut définir une 

vitesse globale de migration (vm) : 

V m =V„+V ep  = (1J„+1.1,p ).E (Eq. 10) 

où 	v eo = vitesse du flux électroosmotique (cm/sec.) 

V ep = vitesse effective du soluté ( cm/sec.) 

Ainsi le temps de migration sera égal à: 

 

Ld 
t„,=— 

v. 
(Eq. 11) 

OÙ 	Ld  est la distance du capillaire de l'injecteur au détecteur ( cm). 

En remplaçant vm  par sa valeur on obtient: 
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Ld 
tm 	  = 	

ge. 1-tep.). E 
(Eq.12) 

Or E = V où V représente le voltage appliqué et Lt  la longueur totale du 
Lt  

capillaire. 

Ainsi tn, s'écrit : 

Ld . Lt 
tm = 	  

(11e°± 1.1eP)• V  

(Eq.13) 

Comme on l'a vu, la Fie°  peut être déterminée expérimentalement en utilisant 

un marqueur neutre: 

ve. 
Jteo = — 

E 

(Eq.14) 

La vitesse électroosmotique (v eo ) est donnée par la relation : 

Ld 
Veo = - 

te0 

où t„ est égal au temps de migration du marqueur. Donc: 

Ld . Lt 
!--Le° 

 = teo . V 
(Eq.15) 
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La mobilité apparente (µapp ) est déterminée de la façon suivante: 

Vapp 
gapp = — 

E 
(Eq.16) 

La vitesse apparente (Vapp) est égale à: 
Ld 

Vapp = — 
tapp 

où tapp  est égal au temps de migration observé pour la substance à séparer. 

Donc: 

Ld . Lt 
1.1aPP = tapp. V 

(Eq.17) 

Connaissant les paramètres expérimentaux de Ld, Lt, taa, tapp, JI„ et µapp, on 

peut calculer la mobilité effective ( Ftep) (46,47) : 

Ld.Lt 
= tlaPP — ge. = 	l 	) 

V tapp te. 
(Eq.18) 

Dans le cas de la CECM, le temps de migration (es ) d'un soluté neutre est 

représenté par: 

Ld 
t * s= 	 

* Vs 

(Eq.19) 
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avec la vitesse de migration (v*s) donnée par: 

1 	K' v*s= 	 ved+ 	 
1+K 	1+K 

( Eq. 20) 

où : v* mie  est égale à la vitesse de migration des micelles, tandis que K' 

représente le facteur de capacité, c'est à dire le rapport entre la quantité de 

soluté incorporée dans la phase micellaire et la quantité présente dans la 

phase aqueuse. 

K' = K. 
V.,. 
Vaq 

(Eq.21) 

K 	= coefficient de distribution du soluté entre les 2 phases. 
Vmic  = volume de la phase micellaire. 

V aq  = volume de la phase aqueuse. 

Le temps de migration des micelles (Cmic ) est donné par: 

 

L 
*mie  = Ld 

v*mic 
( Eq. 22) 

En remplaçant v*s, Nie°  ,et v*mic  par leurs valeurs, on obtient la relation suivante: 
(48,49). 

t*s =  (1-EK1 )• te. 
ted 1+ 	 K' 

t*mic 
(Eq.23) 

Pour un soluté chargé, la vitesse de migration globale (e) s'écrit: 

1 	 K' 
v*'s = 	.( Veo Vep) 	. V * mic 

1+K' 	 1+K 
( Eq. 24) 
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On obtient ainsi (50) : 

(1+1(1)ts C's = ts 1+ 	 KI 
t*mic 

( Eq. 25) 

où ts  représente le temps de migration du soluté en absence de tensioactif, 

donné par la relation :ts  = Ld/v,i, . 

L'équation (25) qui représente le temps de migration d'un soluté chargé 

(rs) est identique à l'équation (23) qui donne le temps de migration d'une 

substance neutre (Cs ), si l'on remplace t„ par ts. 

Quand le soluté n'interagit pas avec les micelles, K'=0, le temps de migration 

du soluté sera donc égal à t„. Au contraire, quand le soluté est totalement 

incorporé dans la micelle, K est égal à l'infini et le temps de migration sera 

donné par rs  = rmic  . 

Par contre, quand l'électroosmose est supprimée, t„ est égal à l'infini et t* s  

devient : 

1 
res=(1+—).Cmic 

K' 
(Eq. 26) 

Dans ce cas, la phase aqueuse reste dans la colonne et les micelles migrent 

par leur mobilité électrophorétique propre. 



et 
H 1 ( Eq. 29) 
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Finalement, pour t*mic  infini (phase micellaire immobile), la valeur absolue 

de la vitesse du flux électroosmotique est identique à celle de la phase 

micellaire en sens opposé, t*, s'écrit ainsi: 

t* = ( 1+K') . teo  (Eq. 27) 

Cette situation est identique à la chromatographie traditionnelle à haute 

performance (51). 

1.4.2 L'efficacité de la séparation électrophorétique 

L'efficacité caractérise les phénomènes de dispersion rencontrés dans le 

processus de séparation. La séparation en EC est basée sur la différence de 

mobilité des solutés. Ces espèces chimiques migrent sous forme de zones, et le 

processus de dispersion est représenté par la largeur de ces zones. Cette 

dispersion résulte d'une différence de vitesse de migration à l'intérieur d'une 

zone (52). 

Pour un pic gaussien on peut définir la dispersion comme suit : 

b = 4 a (Eq . 28) 

où CO b mesure la largeur du pic à la base, et 6 représente la déviation standard 

autour de la vitesse de migration de la zone considérée. 

L'efficacité de la séparation électrophorétique est évaluée au moyen du 

nombre de plateaux théoriques (N) et de la hauteur (H) de ces plateaux 

théoriques. ces paramètres sont respectivement définis par (33): 
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Lorsque la séparation capillaire est réalisée sous des conditions idéales, la 

dispersion de zone consiste en une diffusion longitudinale. L'efficacité peut 

ainsi être reliée à la diffusion moléculaire à partir de la loi d Einstein: 

a 2 =2 Dtm  (Eq. 30) 

où D = coefficient de diffusion du soluté (cm 2/sec) 

t m  = temps de migration du soluté (sec) 

L'expression fondamentale du nombre de plateaux théoriques devient 

donc (44,52): 

N= 	 
1.2d = 

 
12d 	 ( !lep+ ite.).V 
	 = 	  

2 Dt. 2D( L2d/(ptcp + p.e.) . V) 	2D 

( Eq.31) 

Le nombre de plateaux théoriques d'un électrophorégramme peut plus 

simplement être calculé par mesure de la déviation standard d'un seul pic (a) et 

la largeur à la base (co b ) (33) : 

N = -2--12  =16 ()2  0.2 	c)b  
( Eq.32) 

Cependant d'autres facteurs que la diffusion longitudinale influencent 

l'efficacité de la séparation. Ainsi, la hauteur de plateaux théorique est la 

somme de plusieurs paramètres tels : la diffusion axiale, la résistance au 

transfert de masse, le gradient de température, l'interaction éventuelle avec la 



1 	Ap.p  )J. N /2  
4 	ptep+ µec, 
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paroi du capillaire, et les effets de l'injection et de détection qui correspondent 

respectivement aux volumes d'injection de l'échantillon et de la cellule de 

détection (53,54). Dans le cas de la CECM, il faut ajouter la résistance au 

transfert de masse en phase pseudo-stationnaire, en phase intermicellaire et la 

polydispersité des micelles qui correspond aux fluctuations de leur nombre 
d'agrégation (55). 

1.4.3 La résolution 

Le facteur de résolution (Rs) exprime l'efficacité de séparation entre deux 

composés. Le facteur de résolution est défini par le rapport entre la différence 
des temps de migration (t1  et t2) de deux espèces chimiques, et la moyenne 
des largeurs des pics à la base (coi  + (02). Celle-ci est égale à quatre fois o: 

( Eq. 33) 
t2 ti 	 At. = 

1/2 (coi + co2) 4at 

Lm 
4.2 

avec a 2t = — 
N 

( Eq. 34) 

La résolution peut être déterminée également par la formule : 

( Eq. 35) 

En CECM , la résolution IR, est définie de la façon suivante: 

Rs  = N112 	1(12 	( 	1 — toit * mic 
(Eq. 36) 
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a = sélectivité ou facteur de séparation défini par le rapport entre 1(1 2  et K 1 . 

k' 1  et K 2  sont les facteurs de capacité des composés 1 et 2 représenté par la 

formule ( k = K . Vmio/ Vaq) (Eq. 21) ( 50,56). 

1.4.4 La capacité des pics 

Le nombre de pics (n) qu'on peut séparer dans un intervalle de temps 

donné avec une résolution maximale, est défini comme la capacité de pics. En 

CECM, ce terme est intéressant pour déterminer le nombre de pics séparés 

dans un interval de temps entre teo  et t mic  . Le nombre de pics correspond à 
(52,57): 

Nu' 	't *mie' 
n=1+ 	 loge 	 

4 	, te. , 
(Eq.37) 

1.5 L'électrophorèse capillaire : les variantes 

Il existe plusieurs variantes de l'EC. Les principales peuvent être 

résumées de la façon suivante. 

1.5.1 L'électrophorèse capillaire de zone (ECZ) 

a) Définition 

L' élecrophorèse capillaire de zone est la technique la plus simple d'EC 

(12,58). Elle permet la séparation des substances chargées (34). Les espèces 

chimiques migrent sous forme de zones distinctes à des vitesses différentes en 

fonction du rapport charge sur masse (figure 7). 
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A, moiinsiea ctsargées pcatIlivensent 0 molécules neutres 

0 0 moite:alun chargées négativement 

deplacement des zones 

Fig . 7.- Représentation schématique de l'électrophorèse capillaire de zone. 
(tiré de Taverna M. et al. Ann. pharmaceutiques françaises. Vol. 50, n° 
4, 1992, p. 202, avec modification.) 

b) Mécanisme de séparation 

Dans ce type d'EC, il faut tenir compte du flux électroosmotique. Ainsi, si le 

tampon est à pH acide, les molécules chargées positivement migreront vers la 

cathode; leur vitesse sera proportionnelle à leur charge. Par contre si le pH est 

basique, les molécules seront chargées négativement et attirées vers l'anode. 

Comme le flux électroosmotique est supérieur à la vitesse électrophorétique de 

chaque molécule (8,59), ces dernières se déplaceront vers la cathode et la 

séparation sera alors fonction de la résistance au flux électroosmotique. Cette 

résistance est proportionnelle à l'importance des charges négatives de ces 
molécules. 

c) Limitations de l'ECZ 

La principale limitation de l'ECZ est qu'elle ne permet pas la séparation des 

espèces non-chargées, car quelque soit le pH de l'électrolyte les molécules ne 
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seront pas chargées et migreront ensemble sous l'effet du flux 

électroosmotique (12,33). 

1.5.2 La chromatographie électrocinétique micellaire ( CECM ) 

a) Définition 
Ce type d'EC a été introduit pour la séparation des molécules non-chargées. 

En effet, elle permet de séparer non seulement les molécules chargées mais 

aussi les substances non-chargées en fonction de leur hydrophobie (10). 

b) Les micelles 
Des tensioactifs sont ajoutés au tampon de migration à une concentration 

supérieure à leur concentration micellaire critique (CMC). À une telle 

concentration, les molécules de tensioactif forment des micelles. Les chaînes 

hydrophobes du tensioactif sont orientées vers l'intérieur de la micelle, tandis 

que les groupements chargés sont tournés vers l'extérieur. Les micelles se 

désagrègent et se reforment en fraction de seconde, ce qui permet aux 

substances hydrophobes d'être enfermées à l'intérieur des micelles (34). Les 

composés neutres réagissent avec les micelles en fonction de leur hydrophobie. 

c) Mécanisme de séparation 

Au sein de l'électrolyte de séparation, on a ainsi deux phases : l'une 

aqueuse, l'autre micellaire. Les micelles se déplacent, en fonction de leur 

charge, soit en direction de la cathode soit vers l'anode. Étant donné 

l'importance du flux électroosmotique, les deux phases aqueuse et micellaire 

se déplacent vers la cathode, avec cependant une différence de vitesse de 

migration. La phase aqueuse possède une migration rapide et la phase 

micellaire une migration lente. Cette dernière est considérée comme une phase 

pseudo-stationnaire (10,53,56). 
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L'ordre d'élution correspond donc au caractère hydrophobe croissant des 

solutés. Les composés qui n'ont aucun contact avec la phase pseudo-

stationnaire migrent simplement avec le flux électroosmotique. Pour les 

espèces chargées, l'interaction électrostatique joue un rôle dans la séparation 

(figure 8). 

*mn 

= Tensioactif 
(charge négative 

em =Soluté 

Flux électroosmotique 
=. Électrophorèse 

Fig. 8. - Représentation schématique de la chromatographie électrocinétique 
micellaire.Formation de micelles au sein de l'électrolyte et interaction 
des solutés. 	, 
(tiré de Terabe S. Miceilar electrokinetic Chromatography. Beckman 
Instruments, California. 1992, p. 4.) 

d) Les tensioactifs anioniques 
Avec les tensioactifs anioniques comme le SDS (sodium dodécyl sulfate), 

les anions sont détectés en premier. Plus la charge des anions est élevée plus 

l'élution est rapide,due à la répulsion avec les micelles. Ainsi les anions migrent 

avec la phase aqueuse , tandis que les cations migrent lentement et sont élues 

en dernier car l'interaction est grande avec les micelles chargées négativement 

(60). 
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e) Les tensioactifs cationiques 

Avec les tensioactifs cationiques tel le bromure de cétyle triméthyle 

ammonium (CTAB), les mobilités électrophorétiques et électroosmotiques 

changent de signes, il suffit alors d'inverser la polarité des électrodes pour 

détecter la molécule. L'ordre d'élution est inversé également, les cations étant 

détectés en premier, les anions en dernier (10,61). 

f) Les tensioactifs neutres 

Finalement, avec les tensioactifs neutres comme le tween-20 ou le triton X-

100, la séparation des espèces dépend exclusivement de leur hydrophobie. Les 

composés migrent avec une vitesse située entre la mobilité électroosmotique et 

la mobilité des micelles (62). 

g) Séparation chirale 

La séparation des espèces chirales par EC est à son début. Elle s'effectue 

en ajoutant un sélecteur chiral au tampon de migration de l'EC. Le sélecteur le 

plus souvent employé est la cyclodextrine (CD), un oligosaccharide cyclique 

nonionique composé de 6 à 8 unités de glucose (63). 

1.5.3 L'électrophorèse capillaire sur gel (ECG) 

a) Définition 

L'ECG est utilisée pour la séparation des protéines ou des acides 

nucléiques. L'utilisation d'un gel de polyacrylamide dans les capillaires introduit 

un facteur de séparation supplémentaire, car il joue le rôle de tamis moléculaire 

(64). 
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Fig. 9.- Représentation schématique de l'électrophorèse capillaire sur gel. 
(Tiré de High Performance Capillary Electrophoresis: An Introduction. 
2 "d  edition. Hewlett-Packard Company. 1992, p. 66). 
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b) Mécanisme de séparation 

La séparation des molécules se fait en fonction de leur masse moléculaire. 

Ainsi, les molécules de petites tailles migrent plus vite que les substances de 

grandes tailles à travers le tamis (figure 9). 

L'ECG offre un avantage sur l'électrophorèse traditionnelle sur plaque: la 

résolution est nettement supérieure due à une diffusion faible et à un nombre 

élevé de plateaux théoriques. 

Les gels utilisés peuvent être de deux types soit de polyacrylamide pour la 

séparation des protéines avec des mailles étroites, soit d'agarose pour les 

acides nucléiques avec des pores plus larges (34). Ainsi les substances qui 

possèdent un rapport charge sur masse identique sont séparées en fonction de 

leur masse moléculaire. 
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1.5.4 Focalisation isoélectrique capillaire (FIC) 

a) Définition 

La FIC est effectuée en présence d'un gradient de pH de l'anode vers la 

cathode au sein du capillaire. Ce gradient de pH est obtenu au moyen 

d'ampholytes. Toute molécule chargée migre à travers le capillaire tant qu'elle 

possède une charge. La migration arrête lorsque la molécule a atteint son point 

isoélectrique (pl). 

b) Mécanisme de séparation 

Après avoir rempli le capillaire avec le mélange d'ampholytes, le voltage est 

appliqué et les ampholytes chargés positivement vont migrer vers la cathode où 

le pH est élevé. Tandis que les ampholytes négatives se déplacent vers l'anode 

où le pH est faible. Donc le pH augmente au niveau cathodique et diminue au 

niveau anodique. Le mouvement des ampholytes cesse quand ils atteignent 

leur pl, où ils ne sont plus chargés (figure 10). 

  

-G 

0 

pH acide 	 pH basique 

Fig. 10.- Représentation schématique de la focalisation isoélectrique capillaire. 
(Tiré de Introduction to Capillaty Electrophoresis. Beckman 
Instruments, California. 1991, p.19). 

Initialement, un mélange de soluté et d'ampholytes est injecté. Après 

application du champ électrique et du gradient de pH, le soluté avec une charge 

totale négative migre vers l'anode où il entre en contact avec le tampon de pH 
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faible. Ce soluté rencontre ensuite un pH où sa charge nette devient zéro, c'est 

à dire le pl, et la migration cesse (phénomène de focalisation). Après 

focalisation les solutés et les ampholytes sont immobilisés (collectés ) et les 

zones ainsi détectées (65). 

La FIC est surtout utilisée pour la détermination de pl des protéines et la 

séparation des immunoglobulines. 

1.5.5 lsotachophorèse (ITP) 

a) Définition 

Dans le cas d'ITP les substances à séparer sont intercalées entre deux 

solutions d'électrolytes. L'une appelée électrolyte meneur contenant un ion de 

mobilité électrophorétique élevée, l'autre électrolyte terminateur avec un ion 

qui possède la mobilité électrophorétique la plus basse. 

b) Mécanisme de séparation 

La séparation se produit entre l'électrolyte meneur et l'électrolyte 

terminateur en fonction de la mobilité électrophorétique propre de chaque 

espèce chimique. Par exemple, pour l'analyse des anions, l'électrolyte meneur 

doit renfermer un anion qui a une mobilité plus élevée que celles des autres 

substances à séparer présentes dans le solvant. L électrolyte terminateur par 

contre, doit renfermer un anion de mobilité très basse. 

Suite à l'application d'un champ électrique, les anions migrent vers l'anode 

par ordre de mobilité décroissante. L'anion de l'électrolyte meneur vient en 

premier, suivi des solutés dépendant de leurs mobilités décroissantes, et 

finalement l'anion de l'électrolyte terminateur. Ainsi les anions se déplacent 

sous forme de zones discrètes , tous à la même vitesse au sein d'un gradient 

de potentiel discontinu (figure 11)(66). 
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Fig. 11.- Représentation schématique de l'isotachophorèse anionique. 
(Tiré de Introduction to Capillaty Electrophoresis. Beckman 
Instruments, California. 1991, p.26). 

1.5.6 Électrochromatographie capillaire (ECC) 

a) Définition 

Cette technique récente est en voie de developpement. C'est une méthode 

hybride entre l'EC et l'HPLC. Dans le cas d'ECC, le capillaire en silice fondue 

est remplie par un support généralement utilisé en HPLC (figure 12). 
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t=> direction du flux électroosmotique 

Fig.12.- Représentation schématique de l'électrochromatographie capillaire. 
(Tiré de Methods In Molecular Biology; Vol 52: Capillary electrophoresis 
Guidebook. Altria KD. ed. Humana Press Inc.,Totawa, NJ. 1996, p.201). 

b) Mécanisme de séparation 

Les molécules sont séparées par partition entre la phase mobile et 

stationnaire. La migration des particules se fait par le flux électroosmotique à 

travers le capillaire. Les espèces chargées migrent également en fonction de la 

force électroosmotique. Ainsi la séparation se fait par électrophorèse et partage 

entre la phase mobile et stationnaire (11). 

1.6 Application de l'EC 

Le champ d'application de l'EC est vaste dans les domaines 

pharmaceutiques, biotechnologiques, alimentaires et chimiques. Des molécules 

d'intérêt pharmaceutique et leurs métabolites sont analysés par EC (67,68,69). 

Cette technique est utilisée pour la séquençage de l'ADN et l'analyse des 

oligonucléotides (70). Des études sur les ions inorganiques et les constantes 

physico-chimiques sont effectuées par EC (27,71). LEC est devenue la 

technique de choix pour l'analyse des peptides. Cependant, L ECZ et la 

CECM sont les modes les plus utilisés à cause de la facilité du developpement 

de ces méthodes de séparation (24,25). 
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1.6.1 Électrophorèse capillaire: les avantages et les 

limitations 

a) Les principaux avantages de l'EC sont: 

i) Le nombre de plateaux théoriques est très élevé pouvant atteindre 

jusqu'à un million. La dispersion efficace de la chaleur permet d'utiliser des 

tensions élevées. Ceci permet d'avoir une résolution supérieure (34). 

ii) Le volume de l'échantillon nécessaire est faible et la quantité injectée est 

de l'ordre du nL (2-10 nL). Ce faible volume d'échantillon est très important 

dans le cas où la préparation à tester est coûteuse. Ceci permet également 

de faire plusieurs analyses avec un seul échantillon. En plus, en raison de 

l'absence de phase stationnaire solide et l'utilisation de solvant aqueux 

l'échantillon est exempt de dénaturations biochimiques (72). 

iii) Le temps de séparation, le lavage et l'équilibrage du système de séparation 

sont courts. Le ré-équilibrage de la colonne entre chaque analyse est 

absent (44). 

iv) L appareillage est simple, les capillaires ne sont pas chers, et la 

maintenance du système est très facile. 

v) Un mode d'EC peut être converti facilement en un autre dépendamment du 

type d 'échantillon et de la sélectivité requise. Ainsi si certains composés 

co-éluent par un mode d'EC ils peuvent être séparés par un autre mode 

d'EC. 
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b) Les désavantages de l'EC sont: 

i) L'échantillon doit être concentré pour pouvoir être détecté. La teneur en 

sels doit être faible par rapport à l'électrolyte d'analyse pour ne pas avoir de 

distorsions de pics dues à une variation de champ électrique. 

ii) L'inconvénient majeure de l EC réside dans la sensibilité de détection. La 

technique souffre d'une manque de sensibilité pour les faibles 

concentrations.Par détection UV, le seuil de sensibilité est de l'ordre de 

10-6  M. Tandis que la fluorescence induite par laser permet de détecter des 

concentrations de l'ordre de 10-9  M (73). Pour augmenter cette sensibilité, 

différentes solutions ont été proposées: augmentation du trajet optique en 

utilisant les "bubble cells" (capillaire avec élargissement du diamètre interne 

au point de détection); concentration de l'échantillon d'emblée sur le 

capillaire par différents mécanismes, soit par "sample stacking" technique 

(différence de concentration entre le tampon d'injection et le tampon de 

migration), isotachophorèse, "switching valves" ( enrichissement du soluté 

avant injection par un dispositif d'injection à six sorties), ou "solid-state 

extraction" (concentration de l'échantillon avant injection soit par un paquet 

de capillaires ou par une colonne remplie de particules d'anticorps). 

Ces techniques augmentent la limite de détection permettant ainsi l'usage 

de l'EC pour l'analyse des éléments au niveau de traces. Le couplage de 

l'EC avec des détecteurs sensibles connaît de nouveaux développements 

comme la spectrométrie de masse. 



37 

1.6.2 LEC face à la chromatographie liquide à haute 

performance pour l'analyse des peptides 

La chromatographie liquide à polarité de phase inversée est la technique 

analytique communément employée dans l'analyse des peptides. Cette 

technique présente les avantages suivants: 

i) Une récupération facile des produits. 

ii) Une sensibilité supérieure aux méthodes électrophorétiques. 

iii) Une adaptabilité variable de la méthode chromatographique selon les 

paramètres étudiés. Le choix de la phase stationnaire et mobile varie selon 

l'hydrophobie, la charge, et la grandeur du peptide. 

Cependant les inconvénients majeurs sont: 

i) Dilution de l'échantillon et présence d'autres substances associées aux 

peptides dans les milieux biologiques qui peuvent gêner l'analyse. 

ii) Perte de peptides soit par absorption sur les récipients en verre et sur 

l'ensemble des équipements utilisés, due à l'activité de surface des 

peptides. 

iii) Présence de pics larges produit par l'interaction forte entre les silanols et les 

peptides qui peuvent saturer ces sites, et entraîner une surcharge de la 

colonne ou élargissement de pics. 
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iv) Apparition de pics fantômes ou plusieurs pics après avoir injecté un seul 

produit suite à la dénaturation de ce peptide soit dans la phase stationnaire 

ou la phase mobile (74). 

Cependant, comme les séparations par HPLC et EC sont basées sur des 

principes physico-chimiques différents, certaines substances peuvent co-éluer 

en EC alors qu'elles sont bien séparées en HPLC, ou l'inverse, co-élution en 

HPLC et séparation en EC. Ainsi plusieurs études considèrent l'EC 

complémentaire à l'HPLC (75,76,77). 

1.6.3 Place de l'EC dans l'analyse des peptides 

Les principaux types d'application d'EC aux peptides sont résumés dans le 

tableau I: 

1.6.3.1 Étude de la pureté des peptides 

LEC est un outil puissant pour confirmer la pureté des peptides 

synthétiques et vérifier leur homogenéité (78). Plusieurs études ont démontré le 

potenciel de l'EC comme technique de détection d'impuretés des produits isolés 

par HPLC (79,80). ldei et coll. (81) ont rapporté l'application de l'EC à l'analyse 

des analogues peptidiques de somatostatine. La première méthode étant 

supérieure et préférable à l'HPLC. La détermination de la pureté des peptides 

est importante dans le cas de la synthèse des peptides par recombinaison 

génétique qui nécessite une purification ultérieure pour la synthèse 

d'échantillons destinés à une analyse de séquence (82). 
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Tableau I : Application de l'EC à l'analyse des peptides 

1. Études de pureté • contrôle de qualité dans la synthèse des peptides 
• quantification du produit final 
• quantification des contaminants ou excipients 
• sélection d'échantillons avant séquençage de protéine 

2. Études structurales • cartographie des peptides 

3 . Études de stabilité • pH , température et environnement 

4. Caractérisation des 
peptides 

• mesure de mobilité 
• modèle semi-empirique pour prédire la migration 

des peptides 

5 . Application clinique 
et diagnostique 

• neuropeptide 
• taux sanguin ou urinaire des médicaments 

peptidiques 
• complexe immuns 

1.6.3.2 Cartographie des peptides 

L'une des applications majeures et la plus difficile dans l'analyse des 

peptides est leur cartographie (peptide mapping). Il est couramment utilisé dans 

les domaines biotechnologiques et pharmaceutiques pour caractériser les 

protéines synthétisées par recombinaison génétique ou pour étudier leur 

structure après digestion enzymatique. Il est devenu une étape standard avant 

le séquençage de protéines inconnues (82,83). 
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Compte tenu de l'efficacité très élevée que l'EC permet d'atteindre, des 

mélanges complexes de peptides sont séparés après digestion des protéines 

soit de façon enzymatique par trypsine (78) ou chimotrypsine, soit par bromure 

de cyanogène (84). L'analyse des séquences peptidiques permet d'identifier la 

structure primaire de protéine à partir de leur hydrolysat. 

Des échantillons obtenus d'ovalbumine de poulet (85,86), de lysosyme de 

blanc d'oeuf (87), d'hormone de croissance humaine (82) ont été analysés. Les 

variantes structurales de l'hémoglobine ont été évaluées pour fin de diagnostic 

et étude clinique. LEC dans ce domaine est supérieure à l'électrophorèse 

traditionnelle et l'HPLC qui s'avèrent impuissants à résoudre complètement les 

hydrolysats (87,88). 

1.6.3.3 Caractérisation des peptides 

La séparation des peptides par l'EC présente un domaine d'application 

attractif. Plusieurs études ont été décrites pour la séparation de nombreuux 

peptides par ECZ et CECM tels: l'angiotensine (89), la vasopressine (90), et la 

motiline (91). Des séparations performantes ont été obtenues par ces 

techniques pour des peptides homologues qui ne diffèrent que par un ou deux 

acides aminés (79). Également, l'EC s'avère efficace dans la séparation des 

peptides qui diffèrent par la charge, la masse ou l'hydrophobie. Ainsi l'EC est 

considérée souvent supérieure à l'HPLC dans ces études (92). 

1.6.4 Paramètres importants dans la séparation des 

peptides par EC 

L'optimisation des paramètres de séparation permet de différencier un 

peptide de ses analogues ou de ses produits de dégradation. L'optimisation de 
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la résolution a pour but de maximiser la différence de mobilité électrophorétique 

ou la sélectivité. Les paramètres à considérer sont essentiellement le pH, la 

force ionique du tampon, la présence de solvants organiques et de tensioactifs 

(24). 

1.6.4.1 Optimisation du pH 

Le pH est le paramètre le plus important car quand le choix du pH est 

incorrect la résolution est réduite dramatiquement (15). La séparation des 

peptides analogues est attribuable à la différence des pK de leurs acides 

aminés; ainsi, la faible différence de pKa  est la base de séparation des espèces 

chimiques très apparentées (92). Le pH de séparation optimal se situe en 

général, dans la zone des pK des couples acide-base des espèces à séparer 

(93). 

Les espèces chimiques cationiques sont mieux séparées en milieu acide, 

tandis que les composés anioniques, à pH plus élevés. Le contrôle de la charge 

du peptide par le biais du pH de l'électrolyte, minimise l'intéraction peptide-paroi 

du capillaire et permet une meilleure séparation (93). Le pH modifie également 

le flux électroosmotique; à faible pH la vitesse électroosmotique est réduite (fig. 

5) et les peptides sont mieux séparés en fonction de leur propre mobilité 

électrophorétique ( Eq. 9) (94,95). 

1.6.4.2 Optimisation de la force ionique 

La force ionique peut être utilisée comme un outil pour améliorer la 

résolution, l'efficacité et la sensibilité (15). 

À faible concentration du tampon on observe une co-élution et 

élargissement de bandes. Avec l'augmentation de la concentration, le nombre 
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de plateaux théoriques augmente, la forme des pics s'améliore et la sensibilité 

devient meilleure (phénomène de focalisation) (96,97). D'autres effets de 

l'augmentation de la force ionique à discuter sont: 

Une réduction du potentiel zéta. Ceci est dû à la diminution de la mobilité 

électroosmotique ( Eq. 8). En effet, la viscosité du solvant augmente, la 

constante diélectrique change, et l'épaisseur de la double couche cationique sur 
la paroi diminue. 

À une concentration élevée du tampon, les solutés rencontrent une charge 

réduite sur la paroi du capillaire; en même temps, les molécules du solvant 

occupent les sites d'échange d'ion du paroi, ce qui diminue l'interaction soluté-

paroi. Ainsi, l'affaiblissement ou l'élimination de l'interaction soluté-paroi permet 

aux peptides de migrer en fonction de leur propre mobilité électrophorétique 

(charge, grandeur...). 

Quand la concentration du tampon est élevée, la charge que possède le 

peptide est protégée des interactions électroosmotiques de l'environnement 

ionique qui l'entoure. Ainsi, la possibilité d'avoir des espèces de différentes 
charges est réduite (94). 

1.6.4.3 Effets de solvants organiques 

L'addition de solvants organiques aux électrolytes permet de modifier 

favorablement la sélectivité. Les solvants les plus utilisés sont: le méthanol, 

l'acétonitrile et l'isopropano1-2 à des concentrations variant entre 0 et 30 %. 

Les solvants organiques influencent le temps de migration et la solvatation 

des solutés. L acétonitrile diminue le temps d'analyse, tandis que le méthanol 
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directement proportionnelle à la viscosité. La viscosité de l'électrolyte diminue 

avec l'acétonitrile et augmente avec le méthanol (15,81). 

D'autres effets des agents organiques soit sur le pH, soit sur la précipitation 

des solutés doivent être considérés également. Une augmentation de sélectivité 

par modification du tampon de séparation a été démontrée par plusieurs 

auteurs. Idei et al. ont observé une variation du temps de migration, d'ordre 

d'élution et de sélectivité en ajoutant de solvants organiques au tampon (81). 

1.6.4.4 Effets des tensioactifs 

Les milieux micellaires permettent d'améliorer la séparation par EC ou de 

changer l'ordre d'élution des solutés. La solubilisation des composés est 

influencée par plusieurs modes d'interactions hydrophobiques, électrostatiques 

et lien hydrogène avec les micelles. Ainsi, les composés de structure identique 

peuvent être séparés par solubilisation différentielle (98). 

Différents types de tensioactifs sont employés en fonction de la nature des 

molécules à séparer. En général, pour les substances de poids moléculaire 

élevé, des tensioactifs cationiques sont employés. Les tensioactifs anioniques 

sont appliqués pour les substances peu solubles dans l'eau. Les tensioactifs 

neutres ou zwitterioniques augmentent la sélectivité de séparation par ECZ 

(10,63). Dans le cas de mélange d'espèces chimiques ioniques, les paramètres 

les plus importants à optimiser sont la concentration micellaire critique et le pH. 

Tandis que dans le cas de substances neutres, l'addition d'agents organiques 

ou complexants accroît favorablement la sélectivité (99). 
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1.6.5 Relations caractérisant la migration des peptides 

par EC 

Pour caractériser le comportement électrophorétique des peptides il est 

nécessaire d'établir une relation entre les propriétés physico-chimiques de ces 

molécules et leur comportement en électrophorèse capillaire (100). Un tel lien 

permettrait : 

i) d'établir une relation entre les caractéristiques de migration et la structure. 

ii) de choisir le pH et le tampon approprié pour l'analyse des peptides afin 

d'optimiser la résolution en fonction de leur propriétés physico-chimiques. 

iii) de détecter la présence des impuretés. 

iv) de distinguer un peptide de ses analogues semblables ou une protéine de 

ses produits de dégradation. 

v) de comprendre le comportement électrophorétique des peptides durant la 

séparation. 

En général, pour les petits petides, la migration électrophorétique peut être 

reliée à deux caractéristiques: charge et masse. La charge peut être déterminée 

par les valeurs indiviuduelles de pKa  de chaque acide aminé. 

Pour les peptides plus complexes, le calcul de la charge n'est pas aisé et 

cette dernière ne peut être calculée par le pka  des acides aminés. D'autres 

facteurs que la charge sur masse influencent la mobilité tels: l'hydrophobie, la 

séquence primaire, la différence conformationnelle et la chiralité des acides 

aminés. 
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Des modèles semi-empiriques et théoriques ont été décrits pour prédire la 

mobilité électrophorétique des peptides. 

La première équation qui relie la mobilité des peptides à leur charge sur 

masse moléculaire à la puissance 2/3, a été proposée à partir de donnés 

électrophorétiques sur papier (101): 

Ft =A. 	cl  m  2/3 (Eq. 38) 

Où A est une constante de proportionnalité. 

Les travaux effectués en ECZ par Dyel (83) et Rickard (102) sur la mobilité 

des peptides, ont démontré que la mobilité est proportionnelle à la charge et 

inversement proportionnelle à leur masse moléculaire à la puissance 2/3  (voir 
Eq.38). Auparavant, Grossman avait proposé une équation qui reliait le 

logarithme de la charge à la mobilité (103): 

(Eq.39) 
n0.43 

où n représente le nombre d'acides aminés. 

Les recherches de Hilser et al. (104) ont démontré que les résultats obtenus 

par Grossman était plus appropriés que ceux de Rickard. Ceci est dû au fait 

que la proportionnalité entre ii et log (q+1) est moins sensible aux erreurs 

produits par le calcul de pKa  que Ft et q. Cette observation a été confirmée par 

Castagnola et al. (105) qui ont trouvé une simple relation de proportionnalité 

entre Ft et q. Cifuentes (106) a proposé une forme modifiée de l'équation de 
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Grossman, en tenant compte de la charge moyenne des peptides représentée 
par la valeur B dans la formule: 

A  log (1+ Bq) 
À 	n0.41 (Eq. 40) 

Finalement, Compton et O'grady ont adopté une approche plus théorique et 

plus appropriée pour l'étude de la mobilité des peptides (107,108). En 

considérant les propriétés physico-chimiques des molécules et la force ionique 

du solvant, ils ont abouti à l'équation suivante: 

= A. 	  
BMI" + CIVfn  (Eq.41) 

où B et C sont respectivement les constantes de la force ionique de la solution 

et le rapport de friction entre soluté et solvant. Cette dernière relation explique 

pourquoi différents modèles semi-empiriques donnent les mêmes résultats, 

reliant ainsi les différentes approches. 



2 - L'HEXARÉLINE 

2.1 Structure de l'hexaréline. 

L hexaréline est un hexapeptide nouvellement synthétisé dont la séquence 

est illustrée à la figure 13. Il s'agit d'un analogue de GHRP-6 (growth hormone 

releasing peptide) dont la substitution de D- Trp à la position 2 par 2- Methyl-D-

Trp donne à la molécule plus de stabilité contre la dégradation enzymatique, 

chimique et oxydative. En plus l'hexaréline possède plus d'efficacité et moins de 

toxicité que la molécule d'origine qui est le GHRP (109,110). 

2.2 Action physiologique de l'hexaréline 

L'hexaréline est un puissant sécrétagogue de l'hormone de croissance chez 

l'animal et l'humain. Les recherches indiquent qu'il agit directement sur des 

récepteurs au niveau de la glande pituitaire et indirectement sur l'hypothalamus 

(111). 
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Hisi-D2MeTrp2- A1a3-Tre-DPhe5-Ly56-NH2  

hexaréline 

HI'
i  — DTrp

2—Mc3 —Trp4—DPhe5—Lyz à —NH2  
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Fig. 13.- Représentation structurale des molécules d'hexaréline et de GHRP-6. 
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Actuellement en recherche préclinique, l'hexaréline représente un agent 

thérapeutique potentiel dans le traitement des patients souffrant de déficience 

en hormone de croissance dû à un dysfonctionnement de l'hypothalamus. 

2.3 Les analogues de l'hexaréline 

Différents analogues peptidiques de l'hexaréline ont été synthétisés. Leur 

pouvoir sécrétagogue sur l'hormone de croissance a été étudié in vivo et in 

vitro. 

À partir de la séquence de l'hexaréline, des modifications de structure ou de 

configuration ont été apportées. L'efficacité, la stabilité, et la toxicité de chaque 

analogues a été clairement définie. Ces études ont démontré l'importance de 

certains acides aminés dans la structure et l'activité de l'hexaréline. Le 

changement ou l'altération de ces acides aminés essentiels à la structure 

modifiait l'efficacité de l'hexaréline. Les acides aminés essentiels à l'activité de 

l'hexaréline sont: le tryptophane en position 4, le phénylalanine en position 5, et 

la présence de lysine en N-terminal. Également, la structure linéaire est 

primordiale pour la liaison aux récepteurs (112). La seule molécule avec une 

activité similaire à l'hexaréline est l'heptapeptide Ala-hexaréline (113). 

Pour notre travail de maîtrise, les analogues présentés au tableau II ont 

été séléctionnés en fonction de leur différence de charge à pH 3.5. 

L'hydrophobie de ces peptides a été modifiée par addition de groupements 

méthyles. L'indice d'hydrophobie est calculé selon Kyte and Doolittle (114). 
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2.4 Le but du travail 

LEC est une technique analytique de plus en plus utilisée pour l'analyse 

des peptides. Le but de ce travail est de développer une méthode 

électrophorétique de séparation des analogues peptidiques de l'hexaréline par 

ECZ et par CECM. Les analogues peptidiques de l'hexaréline analysés diffèrent 

très légèrement par leur charge ou par leur hydrophobie. 

Les différents facteurs (la nature, le pH, et la force ionique du tampon de 

séparation) susceptibles d'influencer la résolution électrophorétique sont 

analysés. L'effet de solvants organiques et de tensioactifs est aussi étudié. 

Le comportement électrophorétique des analogues de l'hexaréline sera 

évalué en établissant une relation entre la mobilité de ces peptides et leur 

charge dans le cas de ECZ, et leur indice d'hydrophobie dans le cas de CECM. 

Enfin, le développement d'une méthode de séparation chromatographique 

liquide à haute performance permettra de comparer les résolutions obtenues 

par les méthodes d'EC et par HPLC. 



CHAPITRE 2 

PRÉSENTATION DE L'ARTICLE 
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ABSTRACT 

ln the design of an approach for the separation of hexarelin, a new 

hexapeptide growth hormone secretagogue and its analogs, capillary 

zone electrophoresis (CZE) and micellar electrokinetic chromatography 

(MECC) were performed. The separation of the peptides was optimized 

by varying several parameters. With CZE, the optimal resolution was 

obtained at the following operating conditions: triethylamine phosphate 

(TEAP) buffer at a concentration of 200 mM, pH 3.50, a voltage of 16 KV, 

and detection at 214 nm. In contrast to acetonitrile as organic modifier, 

methanol increased the migration times in a concentration dependent 

manner without improving the resolution. A linear relationship was found 

between the migration times of the peptides and the mass to charge 

ratios. In MECC conditions, nonionic detergents were tested for the 

separation of the peptides. The resolution between the hexarelin analogs 

was optimized by varying the concentrations of the detergents. The 

optimal conditions were: Tween 20 (20 mM), reduced Triton X-100 (10 

mM), and octylglucoside (40 mM). The migration times of the peptides 

were correlated with their hydrophobicity index. The separation pattern 

and resolution power obtained by CZE and MECC were compared with 

HPLC. The separation between the analogs was incomplete with latter 

technique. Hence, CZE appears to be the most efficient approach in the 

separation of Hexarelin and its analogs. 

Key words: Capillary zone electrophoresis, micellar electrokinetic 

chromatography, reversed-phase high-performance liquid 

chromatography, hexarelin. 
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1- Introduction 

Capillary electrophoresis (CE) is becoming the technique of choice as 

a high resolution method for the separation of peptides [1-3]. Among the 

different modes of separation by CE, free solution capillary zone 

electrophoresis (CZE) and micellar electrokinetic capillary 

chromatography (MECC) appear to be the most extensively used [4-6]. 

CZE has been applied to the separation of charged peptides. The 

importance of the parameters influencing the selectivity and efficiency of 

the separation in CZE has been documented previously [7-8]. Besides 

CZE, MECC, wich uses micellar solutions of typically ionic surfactants, 

has become a popular technique for the separation of neutral molecules 

[9]. It has been successful in the separation of peptides of similar charge 

to mass ratio [10-13]. 

Growth hormone releasing peptides (GHRPs), which consist of a 

family of small synthetic hexapeptides have been recently developed as 

growth hormone secretagogues [14-16]. Among these derivatives, 

hexarelin (His -D-2-Methyl- Trp- Ala - Trp- D-Phe -Lys - NH2  ) displays 

potent activity in the release of growth hormone in humans following its 

oral, nasal, and subcutaneous administration [17-18]. Different hexarelin 

analogs have been synthetized. The present work aims to document how 

the chromatographic mobilities of hexarelin analogs relative to their 

structural difference would be affected by the analytical conditions in CZE 

and MECC. The correlation of charge and hydrophocity index with the 

order of elution of hexarelin analogs will be established. The performance 

of the separation of these analogs by MECC is compared to that obtained 

by HPLC. 
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2- Experimental  

2.1 Chemicals 
Hexarelin and its analogs were provided by Europeptides (Argenteuil, 

France). Triethylamine was purchased from Anachemia (St-Pierre, 

Quebec,Canada). 1-Naphtyl isocyanate was obtained from Eastman 

Kodak Company (Rochester, NY, USA) and o-phosphoric acid from 

Fisher Scientific (Montreal, Quebec, Canada). Tween-20 was obtained 

from ICN Pharmaceutical Inc. (Aurora, OH, USA). Triton X -100 (reduced) 

and 1-o-octy1-13—D-glucopyranoside were purchased from Aldrich 

Chemical Company (Milwaukee, WI , USA). HPLC grade acetonitrile and 

methanol were supplied by Burdick & Jackson Division (Muskegon, ML, 

USA). Distilled deionized Milli-Q water (Millipore, Milford, MA, USA) was 

used for all experiments. Unless otherwise specified, all other reagents 

used were of analytical grade. 

2.2 Equipment 

2.2.1 CE apparatus 
CZE and MECC were carried out on a Waters Quanta 4000E 

capillary electrophoresis system using uncoated fused silica capillary, 75 

pm I.D X 60 cm (52.5 cm effective lenght), all obtained from Waters 

(Milford, MA, USA). The detection was carried out at 214 nm. The 

sensitivity of the detector was set at 0.005 a.u.f.s. for all the experiments. 

Data were collected and processed by Millenium 2010 chromatography 

software (Millipore, Milford, MA, USA). Under the optimal conditions, the 

voltage was set at 16 KV and the current was at 120 1.1A. The 

temperature of the column was maintained at 27 °C. 
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Before each new set of separations, the capillary was conditioned by 

flushing with 0.1 N NaOH for 10 min, then washed for 10 min with distilled 

degazed water, and finally for 15 min with TEAP buffer. Between runs the 

capillary was rinsed successively with 0.1 N NaOH, water, and running 

buffer for 5 min. The sample introduction was performed by hydrostatic 

injection (-23 mm Hg) from the cathodic reservoir for 30 sec to give an 

injection volume of 10 nL. 

2.2.2 HPLC apparatus 
The chromatographic separation was carried out on a HPLC system 

which consists of a model 600 multisolvent delivery system (Waters 

Associates, Milford, MA, USA) and a reverse phase HPLC column 

(Vydac C18, 5 p., 4.6 X 250 mm; Hesperia, CA, USA). The detection was 

carried out with a 484 detector (Waters Associates, Milford, MA, USA) set 

at 214 nm. The data was captured by Shimadzu integrator (Shimadzu 

corporation, Kyoto, Japan). The mobile phase consists of 25 mM 

triethylamine phosphate buffer pH 3.50 (phase A) and acetonitrile in 0.25 

M TEAP buffer (90:10). 

The chromatographic conditions consisted of an acetonitrile gradient 

from 15 °A to 65 °A of B at 1°/0B/min, at a constant flow rate of 1 ml/min. 

2.3 Buffer/sample preparations 

2.3.1 Triethylammonium phosphate (TEAP) buffer 

preparation 

Triethyl amine was purified by distillation at 60 °C following addition of 

1-Naphtyl isocyanate (4m1/200m1 of triethylamine). Stock solutions of 
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TEAP buffer were prepared by titrating phosphoric acid with TEA to final 

pH of 2.7 to 4.5. 

2.3.2 Peptide sample preparation 

Stock solutions of hexarelin at 10-3  M in 0.2 M acetic acid were diluted 

with 25 mM TEAP buffer at pH 3.5 to a final concentration of peptide of 

2x10-4  M. For CZE and MECC, 10 nL of the sample were injected. For 

HPLC, stock solutions of peptides were diluted to 10 -4  M with 25 mM 

TEAP buffer, pH 3.5. The injected volume was 30 L. 

2.3.3 Effect of buffer concentration and pH 

TEAP buffer at concentrations of 5, 25, 50, 100, 150, and 200 mM 

were prepared by titrating phosphoric acid with TEA to the indicated pH 

from 2.7 to 6.5. The resulting buffers were filtered by applying on 

preactivated Sep-Pak C18 cartridges (Millipore, Milford, MA, USA) before 

ch romatography. 

2.3.4 Effect of organic modifiers 

The effect of acetonitrile (ACN) or methanol (Me0H) on the migration 

times of hexarelin analogs in CZE were investigated at concentrations of 

organic solvents of 5, 10 and 15 % (v/v) in 200 mM TEAP buffer at pH 

3.5. 

2.4 Effect of surfactant nature and concentration. 

Weighed amounts of detergents were dissolved in 200 mM TEAP 

buffer pH 3.5, and the resulting solutions were filtered through a 0.45 lim 

filter (Millipore, Milford, MA, USA) before use. For Tween 20, buffers 

containing 1, 5, 10, 20, 40, 60, 80, and 100 mM surfactant were 
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prepared. For Triton X-100R, buffers at concentrations of 1, 2, 4, 6, 8, 10 

and 12 mM were used. For octylglucoside, solutions at concentrations 

25, 40, 60, 80, and 100 mM in TEAP buffer were prepared. 

3 - RESULTS 

3.1 Optimisation of separation conditions 

3.1.1 Effect of buffer concentration for CZE 
ln order to separate the mixture of hexarelin analogs (table l), 

different TEAP concentrations were tested ranging from 5 to 200 mM. As 

shown in figure 1(A), an increase in TEAP running buffer concentration 

resulted in an increase of the migration times for all the peptides, as 

expected. At the lower TEAP concentrations, the peptides possessing 

similar charges eluted at the same time resulting in a cluster of peaks. 

The decrease in electroosmotic flow with increasing TEAP concentration 

lenghtens the migration window and results in better resolution. At 150 

mM, hexarelin and its analogs could be resolved. At 200 mM TEAP, the 

best separation was obtained with little cost in the analysis time (< 25 

min). Thereafter, a TEAP concentration of 200 mM was used as the 

background running buffer for CZE and MECC. 

3.1.2 Effect of buffer pH for CZE 

The migration times of the seven analogs as a function of pH is 

shown in figure 1 (B). The optimal pH for the separation of all the analogs 

tested was near 3.5. The peaks were sharper and more symmetrical at 
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pH values between 3 and 4 than at other pH values. However, at pH 4.0 

analogs 4 and 6 coeluted. Hence, the pH of the running buffer was set at 

3.50. 

Figure 2 shows a representative CZE electrophoregram of hexarelin 

and its analogs following the injection of a sample containing a mixture of 

the hexarelin analogs. The position of elution of each peptide was 

assessed by injecting standard solutions of individual peptide. 

The pattern of the elution is in accordance with the decreasing charge 

to mass ratio of each peptide. Given the structures presented in Table l, 

the effect of charge is dominant on the electrophoretic migration 

behaviour of the hexarelin analogs tested. For peptides with the same 

charge, mass is a very important factor as seen in the resolution between 

analogs 3 and 2 that differ by a single methyl group. The plot of the 

migration times of the hexarelin analogs tested versus the M2/3/q, m1/2/q, 

and M/q displays a linear correlation with a coefficient of correlation of 

0.93, 0.96, and 0.75 respectively. The outlying point in the later 

correlation was the analog 6 which possess a small mass. 

3.2 Effect of organic solvents 

The influence of ACN and Me0H on the migration times of the 

peptides was documented. An increase in migration times of all the 

peptides tested was observed with the increase of the percentage of 

Me0H in the running buffer. ln contrast, a decrease of the migration 

times was observed with increasing percentage of ACN. The presence of 

both organic modifiers did not affect the elution order. However, a loss of 

the resolution appears to occur in presence of more than 10 c/o of both 

organic modifiers in the running buffer. 

60 



3.3 Reproducibility assays 

Within the same day (intra-assay), four injections were made of the 

same mixture at the optimized separation conditions. TEAP 200 mM, pH 

3.50, and a separation voltage of 16 KV. This procedure was repeated 

for 3 consecutive days (inter-assay). For day one, the mean standard 

deviation of the migration times was 0.68 (mean CV 3.9%), 1.18 for day 

two (mean CV 6.6%), and 0.60 for day three (mean CV 3.48%). 

3.4 Effect of Tween 20 in MECC 

VVith 1 and 5 mM Tween 20 in the optimized background running 

buffer, the order of elution of the hexarelin analogs was similar to CZE. At 

10 mM and higher Tween 20, the elution order changed, with analogs 1 

and 6 being the most affected. However, at 20 mM and above Tween 20, 

the elution order is hydrophobicity dependent. The optimum resolution of 

the analogs was achieved at 20 mM Tween 20 as shown in Table II, 

where analog 6 eluted first with a migration time (tm) of 14.7 min, 

followed by analogs 3 and 2 at 14.9 min and 15.8 min respectively. The 

elution of hexarelin, analog 5, and 1 followed with migration times of 

19.1, 19.4, and 19.7 min respectively. Analog 4 eluted at 33.2 min. At 

Tween 20 concentration of 40 and 60 mM, the coelution (resolution <1) of 

analog 5 and hexarelin was observed. With 80 and 100 mM Tween 20, 

there was a lost of resolution between hexarelin, analog 5 and 1. The 3 

analogs co-eluted at 34.5 min (80 mM) and 39.0 min (100 mM) 

respectively. 
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3.5 Effect of Triton X-100R in MECC 

At detergent concentrations from 1 to 8 mM no resolution between 

hexarelin and analog 5 could be observed (table 11). At 10 mM Triton X-

100R the resolution was optimal, as the separation of the seven peptides 

could be observed. The order of elution of the peptides was different to 

that observed with Tween 20 at 20 mM. Analogs 3, 2 and 6 eluted at 

14.4, 14.8, and 15.9 min. respectively. Hexarelin, analogs 5, 1, and 4 

eluted with migration times of 18.5, 20.0, 21.3, and 33.9 min. 

respectively. At a concentration of 12 mM Triton X-100R a loss in the 

resolution between hexarelin and analog 5 occurred as shown in table 11. 

VVe looked briefly at the effect of voltage on the separation of hexarelin 

analogs at 10 mM concentration of Triton X-100R. At 10 KV, the elution 

profile in Triton X-100R was similar to that obtained in 20 mM Tween 20 

at 16 KV. 

3.6 Effect of octylglucoside in MECC. 

The effect of octylglucoside on the separation of hexarelin analogs 

was documented at 25, 40, 60, 80, and 100 mM concentration of 

detergent. At the CMC of octylglucoside (25 mM) in 200 mM TEAP, pH 

3.50, the separation of analog 6 and hexarelin was not complete as 

shown by the resolution values shown in table 11. The best separation of 

the peptides tested was found to be at 40 mM octylglucoside. The order 

of elution of analogs 3, 2 and 6 were 19.8, 20.4 and 23.3 min. 

respectively. At higher concentration of detergent, 60 and 80 mM, a loss 

of resolution between hexarelin and analog 5 was observed. At 100 mM 

octylglucoside a loss of resolution was seen between hexarelin, analog 5 

and 1 (tablell). At operating voltage of 14 KV, the pattern of elution of the 
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peptides obtained in presence of 40 mM octylglucoside is similar to that 

obtained with Tween 20 and Triton X-100R. 

3.7 Chromatographic separation of the peptides. 

ln order to compare the results obtained by CE, we determined the 

RP-HPLC parameters for the hexarelin analogs. The separation was 

optimized by studying the effect of the mobile phase gradient whereby 

the slopes of the gradient elution varied by 0.35, 0.70 and 1.0 %B/min. At 

1.0 %B/min, total resolution of the peptides tested was not achieved 

because hexarelin and analog 5 co-eluted. Lowering the slope of the 

gradient did not improve the resolution between these 2 peptides. An 

increase in retention time was observed at 0.35%B/min. ln addition, 

modifying the flow rate to 0.5 ml/min did not help to resolve these 2 

peptides (Table II). 

The order of elution of the peptides by RP-HPLC was identical to 

MECC at the ideal conditions of separation (20 mM Twen 20 16 KV, 10 

mM Triton X-100R 10 KV, and 40 mM octylglucoside 14 KV). The 

hydrophobicity index was a dominant factor in RP-HPLC. The coefficient 

of correlation between the migration times at the ideal conditions and the 

hydrophobicity index was 0.98. This value in the optimal MECC 

conditions was 0.78 (Tween 20), 0.80 (Triton X-100R) and 0.90 

(octylglucoside) (Table 1 1 1 ). 
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4 - DISCUSSION 

The merit of CE in the field of peptide separation is mainly due to its 

rapidity, its ease of application, and its high resolving power in 

discriminating between subtle structural differences in a homologous 

series (8,20). It has been successfully applied for the separation of 

somatostatin analogs (21), for the purity analysis of tetrapeptidic 

derivatives of growth hormone releasing peptides (22,23) and for 

documenting the degradation profiles of growth hormone releasing 

factors (23). 

ln the present work, we have documented the effects of variables on 

the separation of hexarelin analogs in order to optimize the separation of 

these peptides by CE. The change of the ionic strenght of the buffer 

results primarily in a change of electrophoretic velocity which improves 

the separation of the peptides. At higher concentrations of TEAP, 

peptide-wall and peptide-peptide interactions are reduced (24,25,26). 

Along with TEAP buffer concentrations the effect of pH of the running 

buffer was also assessed. At pH of 3.5, separation of the analogs tested 

was achieved. This acidic pH confers to each side chain and N-terminus 

of the peptides a maximum charge because pKa  values are more than 2 

pH units higher (27). 
The selectivity and the elution order of the peptides can be influenced 

by modifying the composition of the running buffer in CE. Different buffer 

additives have been explored in CE such as organic modifiers (21,28), 

metal ions (8), or surfactants (29). Effectively, increase of the migration 

times of hexarelin analogs was observed in the presence of methanol in 

the running buffer which contrasts with the use of acetonitrile as a 

modifier. These results demonstrate the complex nature of organic 
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modifiers on zeta potential, viscosity and dielectric constant in CZE. Both 

Me0H and ACN have been shown to decrease the electroosmotic 

velocity at pH > 5 thus leading to longer migration times (30). However at 

pH <4, Schwer and Kenndler showed that electroosmotic velocity 

increased for 10 % Me0H (30). Since these effects are opposite to what 

we observed for the peptides tested, the nature of the background 

electrolyte and the influence of solvent on the peptide structure must also 

play an important role. No better resolution can be obtained with the 

presence of both solvents in the running buffer. The elution order of 

hexarelin analogs was not affected neither by these organic modifiers. 

The hydrophobic interactions of the hexarelin analogs was not altered by 

both organic modifiers. 

The effect of neutral surfactants on charged hexarelin derivatives was 

advantageously documented in this work. The complete resolution 

between the hexarelin analogs (table II) is obtained with the non-ionic 

detergents tested at concentrations above their CMC values. The optimal 

concentrations were 20 mM Tween 20, 10 mM Triton-X1OOR and 40 mM 

octylglucoside. VVith Triton and octylglucoside, a lowering of the voltage 

was necessary to have an elution similar to Tween 20 and by RP-HPLC, 

although the migration times were longer. 

VVith the micellar system tested, the interaction of the hexarelin 

analogs was expected to be mainly hydrophobic (31). The order of 

elution was correlated to the hydrophobicity index of each peptide tested 

except for analog 6. Several factors contribute to the separation in 

MECC, such as the partitioning of the solute between the aqueous phase 

and the micellar phase, the free solution electrophoretic mobility of the 

analyte, and the increased viscosity (11,32). The results obtained in this 

work show the separation charged peptides according, for the most part, 
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to their hydrophobicity using non-ionic detergents as buffer modifiers. The 

separation of charge in the peptide backbone plays an important role in 

micellar and HPLC interactions. The positive charge of the analogs 2 and 

3 in the middle of the chain lowers th emicellar interaction, whereas the 

peptides with alanine group in the middle possess enough hydrophobic 
region for micellar interactions. 

The pattern of elution observed in MECC at the optimal conditions 

is in good agreement with the one observed by RP-HPLC. However, with 

the later technique there was a co-elution between analog 5 and 

hexarelin which possess essentially the same hydrophobicity. A change 

in solvent pH, gradient, and flow rate by HPLC did not improve the 

resolution of the hexarelin analogs. These observations confirm the 

potential of CZE and MECC to separate peptide analogs of similar 
charges or hydrophobicity. 

The correlation study in our case reveals a simple linear relationship 

between the peptide migration times and the charge to mass ratio by 

CZE. VVhile in MECC the migration times of hexarelin analogs was 

correlated to the hydrophobicity indexes, which are also charge related. 

The study of the non-ionic surfactants interaction with the charged 

peptides reveals the importance of small changes in charge or 

hydrophobicity in peptide-receptor recognition. 

ln conclusion,CE appears as an efficient approach for the separation 

of hexarelin analogs compared to HPLC. Although the separation of 

these analogs in presence of non-ionic detergents can be obtained, CZE 

appears as the interesting alternative for the separation of hexarelin 
analogs. 
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Figure legends. 

Figure 1 : Optimization of the sepration conditions of hexarelin analogs. 

A) influence of TEAP concentration on migration time 

B) influence of TEAP pH on migration time. 

Conditions: untreated fused -silica capillary 75 itm I.D X 60 cm 

(52.5 cm to detector); electrolyte, TEAP; sample injection 

hydrosatic 30 s ; running voltage, 16 KV detection, 214nm; 

temperature, 27± 2 °C. 

Symbols: 

o
'•

 4
1>

M
0
 

analog 3 
analog 2 
hexarelin 
analog 1 
analog 5 
analog 6 
analog 4 

Figure 2 : Electrophoregram of the seven peptides under the 

optimized separation conditions; TEAP 200 mM, pH 3.50. 

Other conditions as in figure 1. Peaks: 1: analog 3, 

2 : analog 2, 3 : hexarelin, 4 : analog 1, 5 : analog 5, 

6 : analog 6, 7 : analog 4. 
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Tables 

Table I : Chemical structure, charge, and hydrophobicity 

index of hexarelin analogs. 

Table II : Resolution values of the peptides by MECC and 

HPLC systems. 

Table III : Migration times of hexarelin analogs and coefficient 

of correlation with different separation systems. 
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Table l: Chemical structure, charge, and hydrophobicity index of hexarelin analogs 

Peptides Structure' Chargeb  Hydrophobicity index` 
Hexarelin His-D-2MeTrp-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH2  + 3 -6.259 
analog 3 His-D-2MeTrp-D-Lys-Trp-D-Phe-Lys-NH2  + 4 -7.759 
analog 2 His-D-2MeTrp-D-Lys-2MeTrp-D-Phe-Lys-NH2  + 4 -7.232 
analog 1 His-A/a -D-Trp-Ala-2MeTrp-D-Phe-Lys-N1-12  + 3 -6.235 
analog 5 His-D-2MeTrp-Ala-Trp-D-Phe-Lys-Thr-NH2  + 3 -6.979 
analog 6 Ala-Trp-D-Phe-Lys-N H2  ± 2 -2.939 
analog 4 Trp-D-Phe-Lys-His-D-2MeTrp-Ala 	(cyclic) + 2 -0.463 

I 	 l 

a: bold type indicates modified or substituted residues with respect to hexarelin. 
b: charge of the peptides deterimned at pH 3.50 
c: hydrophobicity index calculated from Kyte and Doolittle values [30]. 
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Table II : Resolution values of the peptides by MECC and HPLC systems. 

Resolution between hexarelin and its analogs by MECC system' 

Tween an 3, an 2 an 2, hex hex, an 1 an 1, an 5 an 5, an 6 an 6, an 4 
1 mM 1.69 3.01 0.82 1.05 3.08 1.67 
5 mM 2.06 4.15 1.13 0.84 6.14 3.05 

an 3, an 6 an 6, an 2 an 2, hex hex, an 5 an 5, an 1 an 1, an4 
10 mM 0.34 2.66 5.84 1.67 5.27 10.29 

an 6, an 3 an 3, an 2 an 2, hex hex, an 5 an 5, an 1 an 1, an 4 
20 mM 1.07 3.17 11.42 0.84 1.725 22.76 
40 mM 0.68 1.26 5.56 0.64 0.64 0.773 
60 mM 1.26 1.12 17.1 0.56 0.56 3.38 
80 mM 1.6 2.92 15.56 15.56 15.56 4.82 
100 mM 1.83 4.42 18.07 18.07 18.07 4.99 

Triton an 3, an 2 an 2, an 6 an 6, hex hex, an 5 an 5, an 1 an 1, an 4 
1 mM 0.86 1.98 0.31 1.32 1.32 3.22 
2 mM 1.71 2.05 0.46 0.89 0.89 3.45 
4 mM 2.8 1.2 1.18 1.45 1.45 8.77 
6 mM 3.8 4 0.73 1.6 1.6 14.38 
8 mM 5.35 6.56 2.13 1.12 1.12 19.42 

10 mM 0.91 3.32 9.03 1.55 1.67 21.91 
12 mM 1.44 2.13 16.37 3.64 3.64 32.84 

Octyl an 3, an 2 an 2, an 6 an 6, hex hex, an 5 an 5, an 1 an 1, an4 
25 mM 1.05 9.03 9.03 1.17 5.1 5.88 
40 mM 1.32 5.7 2.17 2.59 0.7 3.88 
60 mM 1.41 7.52 1.49 1.49 1.39 6.81 
80 mM 1.66 10.24 1.31 1.31 2.37 8.32 
100 mM 1.67 11.28 3.15 3.15 3.15 11.97 

Resolution between hexarelin and its analogs by HPLC systemb  

an 6, an 3 an 3, an 2 an 2, hex+an 5 hex+5, an 1 an 1, an4 

0.3 %B/min 17.5 3.58 12.85 6.16 17.12 

1.0°À,B/min 10.91 1.29 16.76 3.15 15.35 

A :80;B :20c  9.02 2.96 11.83 6.59 17.48 

B:1%,60 mMd  15.78 3.87 11.26 3.83 10.93 

a : for experimental details see section 2.5 
b : for experimental conditions see section 2.2.2 
c : A, TEAP 25 mM (80 %); B, 90 % ACN + 10 % TEAP 250 mM (20%). 
d : A, TEAP 10 mM ; B, 74 )̀/0 ACN + 24 % TEAP 250 mM at 1 % B/min. 
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Table III : Migration times of hexarelin analogs and coefficient of correlation with different separation 
systems' 

Systems 
analog 3 analog 2 

tr, ± SD of the peptides (min) 
hexarelin 	analog 1 analog 5 analog 6 analog 4 r2 b 

A 13.9±0.6 15.3±0.7 16.6±0.6 17.0±0.5 17.7±0.4 18.9±0.5 21.3±0.8 0.85 
B 14.9±0.3 15.8±0.4 19.1±0.2 19.7±0.4 19.4±0.1 14.7±0.4 33.2±0.4 0.75 
C 30.7±0.2 32.9±0.4 39.9±0.2 43.3±0.4 41.7±0.4 30.5±0.1 64.6±0.2 0.8 
D 30.9±0.9 31.4±0.6 33.6±0.1 47.1±0.8 38.7±0.1 30.1±0.4 52.9±0.4 0.9 
E 20.4±0.1 21.3±0.1 25.0±0.1 26.3±0.1 25.0±0.1 16.7±0.2 29.6±(J.1 0.98 

a) A:CZE TEAP 200 mM, pH 3.50, 16 KV; B:MEKC Tween 20 mM, pH 3.50, 16 KV; C: MEKC Triton 10 mM, pH 3.50, 
10 KV; D: MEKC Octyl 40 mM, pH 3.50, 14 KV; E: HPLC A:TEAP 25 mM, B:TEAP 60 mM+ACN, pH 3.50. 

b) Coefficient of correlation of the migration time with o/MVV with CZE and with hydrophobicity index with systems 
B,C,D,E determined from linear regression analysis by the least-square method. 
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Traditionnellement, la séparation des peptides est réalisée par HPLC. 

Récemment, cependant l'EC grâce à ses caractéristiques propres est 

devenue une technique puissante pour l'analyse des molécules douées d'un 

potentiel thérapeutique (115). 

Dans ce projet de maîtrise, nous démontrons pour la première fois le 

potentiel de l'EC comme technique analytique de séparation et d'analyse des 

analogues peptidiques de l'hexaréline. Nous établissons également une 

relation fondamentale entre le comportement électrophorétique des peptides 

et leurs propriétés physico-chimiques. 

Jusqu'à présent, et malgré le succès croissant de l'EC, aucune technique 

électrophorétique n'a été proposée pour la séparation de l'hexaréline de ses 

analogues ou de ses produits de dégradation. 

Pour définir le comportement électrophorétique de l'hexaréline et de ses 

analogues en EC, nous avons d'abord dû définir les paramètres 

instrumentaux: la longueur d'onde du détecteur, le temps et le mode d'injection 

de l'échantillon, le voltage et la température de la colonne. 

La résolution en ECZ dépend de plusieurs facteurs. Dans le but 

d'optimiser cette méthode de séparation nous nous sommes principalement 

focalisés sur la nature du tampon de migration, son pH, sa force ionique et 

l'ajout d'additifs (15, 115). Nous avons montré que le tampon phosphate de 

triethylammonium s'avère le plus approprié lorsque comparé aux tampons 

d'acide acétique, d'acide borique et d'acide phosphorique. En augmentant la 

concentration du tampon phosphate de triethylammonium jusqu'à 200 mM 
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concentration du tampon phosphate de triethylammonium jusqu'à 200 mM 

nous obtenons une meilleure résolution et des pics plus symétriques. Ceci est 

dû particulièrement à 

1- la réduction de l'interaction des peptides chargés positivement avec les 

groupements silanols de la paroi du capillaire; 

2- l'empêchement des interactions des peptides entre eux (34, 104, 106); 

3- l'effet de «focusing» qui consiste à injecter l'échantillon dans un tampon à 

une concentration moins élevée et l'analyser dans un milieu à 

concentration plus élevée (105). 

L'optimisation du pH à une valeur de 3.5 est fondamentale pour la 

séparation en EC. L'hexaréline est une molécule dont le pl est de 6.8. À pH 

3.5 l'hexarelin et ses analogues sont chargés positivement et la séparation se 

fait en vertu de leurs différences de mobilité électrophorétique. À ce même pH, 

le flux électroosmotique est négligeable (103). 

Une variation de résolution peut être obtenue par l'addition de solvants 

organiques au tampon de migration. Ces derniers produisent une solvatation 

des solutés ou des groupements Si0-  de la paroi du capillaire (15, 75). Dans la 

séparation des analogues de l'hexaréline, l'addition de méthanol au tampon de 

migration entraîne une augmentation du temps d'analyse, tandis qu'avec 

l'acétonitrile on observe une diminution. Ni la résolution, ni l'ordre d'élution des 

peptides n'est affecté pour des concentrations de solvant organique allant 

jusqu'à 5 % (v/v). À partir de 10 % de solvant organique, la résolution entre les 

sept peptides est perdue. 

Les conditions optimales de séparation ont permis de définir une relation 

linéaire entre la charge de chaque analogue et le temps de migration. Les 

peptides de charge élevée migrent d'abord, ils sont suivis par les autres 

peptides dans l'ordre de charge décroissante. Les analogues de l'hexaréline 
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qui possèdent la même charge se différentient par le rapport de charge sur 

masse. 

L'optimisation de la séparation par CECM réside dans la variation de la 

concentration du tensioactif. Le changement du pH ou de la force ionique, ou 

l'ajout de solvant organique n'apporte aucun changement à la résolution. 

L'utilisation de tensioactifs non-ioniques permet la séparation des 

analogues chargés selon leur hydrophobie sans variation de la nature du 

tampon ou du pH. L'interaction peptide-micelle détermine l'ordre d'élution. 

Cependant, plusieurs facteurs influencent également la séparation (116,117) : 

1- le partage des peptides entre la phase aqueuse et les micelles; 

2- l'interaction des micelles avec la phase aqueuse; 

3- la mobilité électrophorétique des peptides. 

Nous avons observé un changement de l'ordre de migration des 

analogues de l'hexaréline avec les tensioactifs neutres testés soient : le 

Tween 20, le Triton X-100 et l'octylglucoside. Une diminution du voltage était 

nécessaire en présence de Triton X-100 et l'octylglucoside pour obtenir un 

ordre de séparation identique à celui obtenue en présence de Tween 20 ou 

par HPLC. Ce phénomène est dû à une variation de la viscosité du milieu de 

séparation. Dans les conditions optimales, nous avons obtenu une relation 

linéaire entre le temps de migration des analogues de l'hexaréline et leur 

indice d'hydrophobie. 

En RP-HPLC, la séparation complète des peptides s'est avérée plus 

délicate. Une coélution entre deux peptides de même indice d'hydrophobie a 

été observée. La variation des paramètres tels : le pH, le débit ou la nature du 

gradient sont sans influence sur la résolution. 
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En conclusion, ces travaux nous montrent l'efficacité de l'EC dans la 

séparation des analogues peptidiques de l'hexaréline. La simplicité et la 

rapidité de la méthode électrophorétique permet l'optimisation aisée de la 

résolution. L'ajout de tensioactifs non-ioniques au tampon de migration permet 

la sépration des analogues de l'hexaréline selon leur hydrophobie. Cependant, 

pour les espèces chimiques chargées, l'ECZ semble plus efficace comparé à 

la CECM. Les équations de corrélation entre le temps de migration et la 

charge d'une part, et d'autre part entre l'indice d'hydrophobie, permettent de 

prédire le temps de migration à partir de la structure d'un peptide. 

La méthode électrophorétique développée dans ce projet de maîtrise 

ouvre plusieurs perspectives. Dans un premier temps, la quantification rapide 

de l'hexaréline dans les milieux biologiques (sang, urine, bile) sera possible 

dans les études pharmacocinétiques. Ultérieurement, la collection des 

fractions séparées sera utilisée pour déterminer la structure des produits de 

dégradation. 
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