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Introduction générale

Les méthodes séparatives analytiques voient lgéréns’accroitre de jour en jour
dans divers domaines d’applications tres varidgestvastes, allant des domaines de la chimie
(environnement, agroalimentaire ...) jusqu’'a des iappbns biologiques trés pointues
(pharmaceutiques, biomédicales ...). Les avancéebnatagiques de ces méthodes
séparatives sont plus particulierement orientées leeminiaturisation et le gain en sensibilité
essentiellement. En effet, on observe un inténdéaicepour la mise au point de techniques de
haute performance, peu couteuses, automatisaldesieiant de faire des analyses plus
pointues, le plus rapidement possible, tout emsatit la quantité d’échantillon la plus faible
possible. On retrouve cet intérét dans l'indugtharmaceutique, ou les méthodes de criblage
rapides sont nécessaires pour caractériser de liesiveolécules d’'intérét pharmaceutique.
En chimie combinatoire, des milliers de composéasvest étre produits dans une synthése
simple et les méthodes de criblage rapides soenhtigies pour 'identification de celles-ci.
Une sensibilité et une sélectivité élevées sonsiamidgees dans les études du métabolisme
des médicaments, pour lesquelles I'analyse dets petiumes est un challenge. Le colt élevé
de la production de certains produits chimiquessdaeaucoup d'études pharmaceutiques et
biochimiques, est un autre stimulant vers la mumiaation.

Parmi les techniques séparatives les plus popsldaes ces domaines d’application,
on retrouve essentiellement la chromatographie ases différentes variantes: la
chromatographie en phase liquide (LC), en phasersupque (SFC), planaire (TLC) ou
encore en phase gazeuse (GC), mais égalementpdisden plus I'électrophorése capillaire
(CE) avec ses diverses méthodes d’analyses : gqlessent I'électrophorese capillaire de
zone (CZE), l'électrophorése en gel (CGE), maislefgant lisotachophorese (ITP),
I'électrochromatographie capillaire (CEC), la chaiographie électrocinétique micellaire
(MEKC) ou encore la focalisation isoélectrique tape (CIEF).

L’électrophorése capillaire est une technique dmplg séparative, ayant vu le jour
dans les années 80, permettant la séparation dpos@és ionisés sous I'application d’'un
champ électrique. La séparation est realisée dansapillaire en silice vierge de faible

diametre interne (10 & 100 um classiquement), d@nparoi peut éventuellement étre
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modifiee par des polymeres. Le faible diamétre dpillaire permet une réduction et une
meilleure dissipation de la chaleur produite pdetedoule, ainsi que la suppression quasi-
totale des phénomeénes de convection. Des efficaétévées sont obtenues lors de la
séparation des analytes, tout en utilisant d’infingeiantités d’échantillon (de l'ordre de
guelques nanolitres) et des volumes extrémemehtefaide produits chimiques. Il existe
différentes méthodes en électrophorese capillaismmme cité précédemment.
L’électrophorese capillaire de zone (CZE) est lahoéde la plus communément utilisée,
permettant la séparation d'espéces chargées. Cesierds subissent deux forces
électromotrices : celle du champ électrique d'unert pet celle de [I'écoulement
électroosmotique, di a la formation d’'une doublacbe électrique sur la paroi interne du
capillaire, d’autre part. Ainsi la quasi-totalitédanalytes ionisés sont séparés et détectés par
ce mode. Les composés neutres peuvent égalememt séparés entre autres par
électrophorése capillaire a l'aide de tensioadldéss le milieu de séparation (MEKC). La
focalisation isoélectrique en capillaire (CIEF) &stdeuxieme méthode électrophorétique la
plus employée pour I'analyse et la séparation decotes amphotéres (comme les peptides
ou les protéines), effectuée dans un gradient deapldein du capillaire d’électrophorese.
Sous l'action d’'un champ électrique continu auxniesr de ce gradient, les molécules de
I'échantillon a séparer se déplacent vers la zanée @H est égal a leur point isoélectrique
(pl). Aucune force électromotrice ne s’exerce surmsekecules dans cette zone car elles sont
neutres. Si elles diffusent dans une zone voisen@H différent de leurlp elles sont alors
chargées et donc soumises au champ électrique’gusgugu’elles retournent dans leur zone
de neutralité (zone de focalisation), a leurAinsi la CIEF, contrairement a I'électrophorése
de zone, lutte contre la diffusion de I'échantilloors de sa zone dé.p

Depuis ces dernieres années, un grand effort @&liéé en termes de sensibilité avec
le développement et la mise en place de méthodepré&mncentration et de détection.
Différentes techniques de préconcentration ont déeeloppées afin de permettre une
meilleure sensibilité pour I'analyse d’échantillotrés dilués[1-4]. Les plus couramment
employées sont les méthodes d’isotachophorése, (laP)éthode d’amplification de champ
électrique, ainsi que la méthode de balayage (epswvg ») qui peuvent étre mises en ceuvre
en ligne dans le capillaire. On trouve égalemaninise en place de nouveaux modes de
détection couplés a I'électrophorése capillairks trie la détection par fluorescence induite
par laser (LIF)[5-7] permettant d’atteindre des limites de détectidériaures a celle de la

détection par spectrométrie UV-visible, ou enca@edétection par spectrométrie de masse
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(MS), permettant d’obtenir des informations sursteucture et la masse des molécules a
séparer, ainsi qu’un gain en sensibilité.

Dans le cadre de ce travail de thése nous nous esmpius particulierement intéressés
a |'électrophorese capillaire couplée a une dércpar spectrométrie de masga une
interface a électronébulisation, aux phénomenevagulétre engendrés lors de la mise en
place de ce couplage, ainsi qu’aux problématiquas pa réalisation de certains types
d'analyses. En effet durant cette derniére décenmie intérét majeur a été porté sur
I'utilisation du couplage CE/MS, pour I'analyselatcaractérisation de divers composes, car
ce mode de détection est trés sensible et sélett#pporte une information sur la structure
chimique des analytes. Ce couplage a connu un a@eient considérable en ce qui
concerne sa mise en ceuvre et ses applicationsl’'poatyse et la caractérisation de divers
composes, et ce dans des domaines variés. Ainsomnbre croissant de fabricants propose
des couplages CE/MS préts a I'emploi, représentargrand pas en avant pour l'application
de cette méthode pour des analyses de routinesttliimentation de spectrométrie de masse
utilisée devient de plus en plus en plus sophiégguomme les analyseurs TOF (Time of
flight), ou FTICR (Fourier Transform lon Cyclotrdesonance), ou les instruments hybrides
impliquant ces deux technologies, permettant dedyses plus complexes. Les différents
types d’interfaces employés pour ce type de coepsagt I'ionisation par électronébulisation
(ESI) [8], lonisation chimique & pression atmosphérigue ARBtmospheric Pressure
Chemical lonization)[9], lionisation photochimique a pression atmosph&igAPPI
(Atmospheric Pressure Photoionizatiqa], la désorption/ionisation par laser assistée par
une matrice MALDI (Matrix Assisted Laser Desorptitomisation)[11, 12] le plasma a
couplage inductif (ICP)13], et le bombardement rapide a débit continu d'atwB (Fast
Atom Bombardment)14]. L'ionisation par électronébulisation (ESI) esntede d’ionisation
le plus couramment utilisé pour la mise en lignecduplage de I'électrophorese capillaire
avec la spectrométrie de masse. Différents typesedaces a électronébulisation se sont
largement développés et sont classées en trois types interfaces a liquide additionnel
coaxial, a jonction liquide, et miniaturisée (ngmag) sans apport de liquide extérieur.

L'une des principales difficultés de mise en cewluecouplage de I'électrophorése
capillaire avec la spectrométrie de masse résids amaintien du contact électrique aux
bornes du systeme d'électrophorése afin d'assausparation électrophorétique d’'une part,
mais aussi au niveau du spectrometre de masse msurer [I'efficacité
d’ionisation/désorption dans la source et donc péme d’obtenir une bonne sensibilité de

détection. De plus, dans I'objectif de la mise ainpd’une recherche de l'interface optimale
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pour le couplage CE/MS, une question importantease : comment maintenir I'efficacité de
la séparation de I'électrophorese capillaire lot@gcouple celle-ci avec la spectrométrie de
masse. Une autre question est également a considgreensibilité de la détection des
échantillons lors du couplage CE/MS, vu que la titeamjectée de ces échantillons est assez
limitée en électrophorese capillaire, et sachamdlefgent qu’il peut se produire des
phénoménes de dilution et d'accélération de I'émma@nt au sein du capillaire
d’électrophorése dus a la mise en place de I'iaterd’électronébulisation.

Lors du travail présenté dans ce mémoire, nous somsnes intéressés au couplage
de [I'électrophorese capillaire avec la spectroreétde masse via une interface a
électronébulisation pour la compréhension des phénes a l'interface et le développement
de nouvelles méthodologies pour des échantillomaptexes et pour les séparations par
focalisation isoélectrique

Dans ce contexte, une étude bibliographique a éafisée afin de disposer des
informations nécessaires a la compréhension dddématiques qui pourraient se présenter
lors de la mise en place de ce couplage CE/MSdifé&rents types d’analyseurs utilisés en
couplage CE/MS, ainsi que les difféerents types tdfiiaces disponibles, et les diverses
applications réalisées seront décrites.

Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes intérast@scompréhension des
phénomenes de succion et de dilution liés a l'fater triple entrées a liquide additionnel
coaxial pour le couplage CE/ESI-MS. L'effet de sancest principalement engendré par les
débits de liquide additionnel et de gaz nébulisantaccélérent I'’écoulement de I'électrolyte
de séparation lors de leur mélangeage a la pomtaiduille d’électronébulisation. L'effet de
dilution, quant a lui, est di au mélangeage, adfiace, entre I'électrolyte de séparation et le
liquide additionnel, a des débits sensiblementedhifits. On s’est également intéressé aux
autres parametres qui pourraient avoir une inflaer ces phénoménes. Nous présenterons
dans une premiere partie du chapitre, une étudeofmpylie sur I'effet de succion. Nous
etudierons systématiquement les différents paramétiervenant a l'interface, c'est-a-dire la
position du capillaire, la température et le débitgaz séchant, la pression du gaz nébulisant,
le débit du liquide additionnel, ainsi que les dehilectroosmotiques et hydrodynamiques
dans le capillaire de séparation. Les résultatsnseliscutés en termes de débits dans les trois
capillaires concentriques de l'interface d’élecébulisation a liquide additionnel coaxial.
Dans la seconde partie du chapitre, I'étude seetrezra sur I'effet de dilution. Cet effet de

dilution, brievement noté, peut avoir des conségegnmportantes sur la sensibilité de
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détection en couplage CE/ESI-MS. Les differentsaapatres intervenant a l'interface, cités
précédemment, seront également étudiés afin demdéter leur influence sur ce second effet.
Les résultats seront discutés en termes d'intenst@ics, de leur rapport et de rapport de
débits théoriques de dilution.

Dans une troisieme partie, nous avons étudié lee mis ceuvre d’'une méthode
permettant d’analyser simultanément un mélange mapde composés. Comme il a été
indiqué précédemment, l'une des difficultés majsude couplage CE/MS réside dans le
maintien du contact électrique aux bornes du capelld’électrophorese pour la séparation
électrophorétique. Le champ électrique est genén@ ¢électrode d’entrée du capillaire et
l'aiguille d’interface qui permet au contact élégire de se faire entre I'électrophorése et le
spectrométre de masse. Pour que ce contact électsg fasse de maniere continue, un
ecoulement minimum de liquide est nécessaire ¢tk et la MS. Ce contact est en général
obtenu par I'écoulement électroosmotique cathodlqrsgju’un capillaire en silice vierge est
employé. Ce type de configuration présente destdiions pour I'analyse de composés
polyanioniques de mobilité électrophorétique supég, en valeur absolue, a la mobilité
électroosmotique. C’est dans cette optique, qus pooposerons une meéethodologie générale
permettant la séparation et I'analyse simultanéasde cadre d’'un couplage CE/MS, de tous
types de composés, et notamment d’'un mélange dpas#n cationiques et polyanioniques.
Les différentes méthodologies envisageables seartuttiées, optimisées et comparées les
unes aux autres.

Enfin, le couplage CE/MS se faisant essentiellendamis le cas de I'électrophorése
capillaire de zone, nous nous sommes intéressasvase en place d’'un couplage avec un
autre mode de séparation, la CIEF, méthode tresriamte dans le domaine biologique. On
retrouve dans la littérature, différentes procéslyseur la mise en place du couplage de la
CIEF avec la spectrométrie de masse. Cependargugsetlifficultés inhérentes a ce couplage
sont rencontrées: le maintien du contact électriguglis pour les étapes de focalisation et
mobilisation ; la nature et la composition de lattelyte arrivant du capillaire de séparation,
qui devra étre compatible avec les détecteurs Bt3a nature de la paroi interne du capillaire
de séparation qui devra également étre compatiuge Einterface a électronébulisation. Ces
difficultés ont souvent pour conséquence la mis@seivre de méthodes a plusieurs étapes,
avec intervention manuelle entre ces étapes. Dartoitexte, nous avons mis en place un
couplage en ligne CIEF/ESI-MS, pour I'analyse desttypes de protéines (hydrophiles et
hydrophobes), avec un capillaire en silice vierges@tout sans interruption du champ

électrique entre les étapes de focalisation etalalisation.
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Chapitre | : Revue bibliographique

|.1- L’électrophorése capillaire

Pendant tres longtemps et encore a ce jour, I@lglcorése, dont les principgk5]
furent énoncés bien avant ceux de la chromatoggaphété une technique largement utilisée
par les biochimistes essentiellement pour leurslyses de nature protéomique. Les
séparations sont principalement réalisées en présde gels (amidon, polyacrylamide,
agarose) sur des plaques. Les espéces chargééssplians ce milieu, sont séparées sous
'action d’'un champ électriqgue. Mais les analysestent relativement longues, assez peu
reproductibles, difficilement automatisables etrleuse au point parfois laborieuse. Malgré
ces difficultés, des séparations extrémement fines été obtenues, notamment par
focalisation isoélectrique (IEF) et sur gel de paolylamide (SDS-PAGE)[16].
L'électrophorése reste la méthode de choix pourrdsolution des protéines et des
polynucléotideq17, 18] Des techniques bidimensionnelles (2D) en gel ag#lement été
mises en place. La plus communément utilisée dstaqei consiste a réaliser successivement
et en des directions orthogonales une IEF (séparatlon la charge) et un SDS-PAGE
(séparation selon la masse moléculaire relative, Mfin de séparer des échantillons
complexes. Cette technique 2D conduit a des imdgdaches souvent tres complexes et des
temps d’analyse souvent trés longs. Sa realisasbrégalement souvent laborieuse a mettre
en place.

Des avancées technologiques ont été réaliséesl@fpallier les divers inconvénients
de [Iélectrophorése sur plaque, et ainsi une methadiniaturisée est apparue
I'électrophorese capillaire (CE). Celle-ci ne coiwrzaun réel développement que dans les
années 80 avec la commercialisation d’'instrumentfopmants automatisables. Le principe
de I'électrophorése capillaire est basé sur larsfipa d’espéces sous l'action d’'un champ
électrique, en fonction de leurs difféerences de ifitélelectrophorétique, dans un capillaire
en silice vierge de faible diametre interne (< 108). Les travaux de Jorgenson et de ses
collaborateurs[19] ont montré que [I'électrophorése capillaire, de pan aspect de
miniaturisation, présente un grand nombre d’avadadge premier est le faible diamétre
interne du capillaire (généralement inférieur a IO générant un faible effet Joule grace a
une meilleure dissipation de la chaleur, permetsamsi d’appliquer des champs électriques

plus élevés que lors de séparations par électréepbaronventionnelle, et ainsi d’accéder a
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des séparations plus rapides. La faible consommadiéchantillons et de tampon de

séparation requis pour les séparations électrophoes, ainsi que la haute résolution et les
temps d’'analyse rapides obtenus, ont fait de lai@Eméthode analytique de choix. De plus,
'automatisation des différentes étapes de l'araalfgonditionnement, injection, séparation)

sont des avantages majeurs. Par ailleurs, lesumstits commerciaux sont de plus en plus
couplés a différents modes de détection permettabtenir de meilleures sensibilités.

La méthodologie et ses applications ont connu weldgpement considérable. Les
ameliorations réalisées en termes de méthodeedlm), de modification de la paroi des
capillaires pour modifier la valeur du flux éleaismotique ou éviter d’éventuelles
adsorptions, ainsi que lintroduction de nouveaulienox séparatifs, ont permis le
développement de cette méthode séparative pourodrauses applications chimiques,
biologiques, et environnementales. De plus, le ld@pement de I'électrophorése capillaire,
en tant qu'outil analytique fiable, est principatarnle résultat des avanceées faites en matiere
de détection et d'identification. Avec des diamgtde capillaires conventionnels et des
volumes d'injection généralement de I'ordre delD &L, des concentrations d’échantillon de
l'ordre de 1 M sont aisément détectables. Les limites de détecpeuvent étre
substantiellement améliorées en utilisant des ndétho électrophorétiques de pré-
concentration des échantillons durant I'étape etitipn. Ainsi, la possibilité d'injecter de trés
faibles volumes d’échantillons confére un avantegesidérable a la CE notamment dans le
domaine de la bioanalyse. En outre, différents rmaparatifs peuvent étre mis en place a
partir de I'appareillage de CE utilisant le prineipes séparations sous champ électrique
(I'électrophorése capillaire de zone CZE, I'éleptiorese sur gel (CGE), la chromatographie
électrocinétique  micellaire  (MEKC), ['électrochrotographie capillaire (CEC),
l'isotachophorese (ITP), la focalisation isoéleqie capillaire (CIEF)).

Par ailleurs un besoin en sensibilité est parfeauis lors d’analyses d’échantillons
tres dilués ou complexes par électrophorése capill&€’est alors que différents modes de
détection sont venus compléter la détection pactspeétrie d’absorption UV-visible. On
trouve la détection par conductimétrie a partir n@'ucellule électrochimique placée a
'extrémité de la sortie du capillaire d’électropése[20, 21] Des détecteurs a fluorescence
induite par laser (LIF)5, 6] ont également été utilisés pour les séparati@wréphorétiques.
Ces détecteurs LIF présentent I'avantage d'étreidmesp plus sensibles par rapport a la
détection par UV, permettant ainsi d’obtenir de llmeies limites de détection. Le mode de
détection le plus couramment couplé a I'électropkercapillaire est la spectrométrie de

masse (MS). Les détecteurs MS présentent non sentdravantage d’étre tres sensibles en
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termes de détection mais également d’accéder dopmmations structurales et massiques des
composés analysés. C’est ainsi que les couplagd@gl$Ee sont énormément développés
depuis la fin des années 80. Initialement les pensystemes d’interface permettant
d’associer I'électrophorese capillaire et la spwotitrie de masse étaient de type « home-
made ». Mais avec l'intérét croissant qu'a connucoaplage, des systémes automatises
commerciaux ont vu le jour. On trouve actuellema&md grande diversité dans les couplages
CE/MS, avec un grand nombre d’analyseurs MS couald&lectrophorése capillaire, et
divers mode d’ionisation et d’interfaces adaptaesanalyses requises. C’est ainsi qu’au jour
d’aujourd’hui on trouve une multitude d'applicat®rdans divers domaines utilisant le
couplage CE/M$22-26].
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|.2- Spectromeétres de masse utilisés en couplage (S

La spectrométrie de masse est I'un des outils @i@scidation de la structure de
composeés organiques. C'est une méthode qui pemnoat,seulement lidentification des
molécules, mais également la détermination desdermes de certains isotopes rentrant dans
la structure chimique de ces composés. Depuis 1@S0techniques d'ionisation se sont
diversifiées et adaptées a la multitude des édlmn#tia analyser. La spectrométrie de masse
peut étre utilisée en guise de détecteur entresein chromatographie en phase gazeuse ou
liquide, mais également en électrophorése caglldies progrés technologiques ont permis
'automatisation des réglages de l'appareil aing kjp mise en ceuvre de différents types
d’analyseurs et le traitement de nombreuses dorgéesées.

[.2.1 - Types d’analyseurs MS couplés a I'électromirese capillaire

Les développements réalisés en spectrométrie dgenoais permis la mise en place du
couplage CE/MS pour un plus grand nombre d'apjicat Les analyseurs quadripolaires MS
sont les plus couramment utilisés depuis la mise ceavre du couplage CE-MS,
principalement en raison du fait que ces instrusiétdient les plus accessibles pour un grand
nombre de laboratoires de recherf2id. Cependant, leur faible vitesse de balayage giresi
la résolution peu élevée et la sensibilité relatigat faible en mode d’acquisition « fullscan »
constituent des limitations importantes de cesyaeals[1l]. Ces dernieres années on a
constaté un regain pour les analyseurs MS a trdjppes (ITs) et les systemes a temps de vol
TOF (Time-of-flight) disponibles récemment a desx paiccessibles. Mais les analyseurs
guadripolaires restent tout de méme les plus sduwdisés car plus faciles d’utilisation et
moins onéreux. Les analyseurs a trappe d’ions (28) 29] sont fréequemment employés
pour l'analyse par couplage CE/MS de peptidesilcaossedent des vitesses de balayage et
des sensibilités adéquates a ce type d’analysds, sugout, ils permettent d’exécuter des
expériences M5(a plusieurs dimension$25]. Quant aux analyseurs TOF, ils permettent
d’obtenir de bonnes sensibilités et de hautesuienk[30, 31] Concernant les applications
futures de la CZE, nécessitant de hautes fréquatiaequisition (par exemple, chipCE/MS)
ou la largeur maximale des pics obtenus est ddrBode quelques millisecondes, seuls des
analyseurs modernes ayant la possibilité d'acqpirs de 20 spectres par seconde semblent

étre une alternative pour la détection MS.
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Le couplage de I'électrophorese capillaire aveattts analyseurs plus performants
comme, l'analyseur a résonance ionique cyclotranipar transformée de Fourier FTICR
(Fourrier transform ion cyclotron resonnanf®l], les analyseurs MS hybrides comme le Q-
TOF (quadrupole/time-of-flight), ou des spectroregtde masse triples quadripbles (QqQ),
ont également été reportés dans la littérafd@®. L'analyseur FTICR-MS offre une
excellente sensibilité, une haute résolution qidasibilité de réaliser des expériences"MS
nécessaires pour certains types de sépardB8dhsCependant, en raison du colt encore élevé
des analyseurs MS « sophistiqués » (tel que le @-DO le FTICR) on peut a peine

considérer ces instruments comme des détecteurantsupour la CE aujourd'hfd5].

[.2.2- Principes de I'analyseur quadripolaire

Les spectromeétres quadripolaires sont fréquemnidisés pour le couplage CE/MS,
car I'électrophorese capillaire et la source petngre facilement interfacées, et certaines
applications n'exigent pas une haute résolutionssAurouve-t-on des montages aux
performances modestes, mais moins colteux et psamdmants. C'est dans cette catégorie
gue se situent les appareils & champ électriquestmag les filtres quadripolaires (Figure 1),

tres utilisés comme détecteurs de masse dans tedotdvgie du couplage CE/MS.

Plaque de . Plaques de
focalisation U+Vcos w post-accélération
/ Ouadripdle
+
Source -
ionique
+ o
v\ Détecteur
-U-Vcos wt

Figure 1 : Schéma de principe d’'un spectrométmmasse a analyseur quadripoldB86]

U amplitude de la tension continue ; V : amplituliela tension haute fréquence ; w : pulsation ; t:

temps

L’analyseur quadripolaire permet de filtrer lessaelon leur énergie cinétique en les

soumettant a des champs électriques crdis@éstinu et alternatif de haute fréquence) qui
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provoquent la déviation de leur trajectoire en fawc de leur rapport m/z.

L'électronique du filtre fait varier la haute frémce de facon a séparer les différents m/z.

L’analyseur quadripolaire est composé de quatreebaconductrices, de section

idéalement hyperboliquet disposées symétriquement autour d'un axe (Figure 2)

vue 3D vie 20

+ | (|-
.||

|

Figure 2 : Potentiels appliqués au filtre quaddp@ et trajectoire des iofi36]

Ces quatre barres sont associées électriguement pau deux. A une paire
d'électrodes est appliqué un potentiel électriquadorme :
F(t) = U + V.cos(w.t)
U est I'amplitude de la tension continue
V est I'amplitude de la tension haute fréquence
w est la pulsation (fréquence de I'ordre de 2 MHZz)

A l'autre paire d'électrodes est appliqué un pakapposé -F(t).

Les ions formés dans la source sont introduitséaaxtrémité du filtre selon l'axe de
celui-ci. Les champs continus de haute fréquence s directions sont perpendiculaires a
l'axe du filtre communiquent un mouvement latératilkatoire aux ions (Figure 2). Le
mouvement des ions est décrit par des équatioas dé Mathieu, dont la résolution montre
gue seuls les ions ayant une valeur du rapport cofmprise dans une certaine bande
possédent une trajectoire stable et sont transamiefiltre, les autres ions étant captés par les
électrodes. Ce rapport m/z dépend de la distanzrasdt les électrodes, de la fréquence et des
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tensions U et V. En pratique puisque les deux pessi valeurs sont constantes, seules
varient les tensions U et V. En balayant entre l@®valeurs maximales (mais en maintenant
leur rapport constant) des amplitudes des tengsionsnues et de haute fréquence appliquées
aux électrodes, les ions sont transmis successivepa le filtre dans l'ordre croissant des

valeurs du rapport m/z, avec une résolution comhstan

Les ions ayant traversé le filtre arrivent dansdéecteur (multiplicateur) ou ils

provoguent une avalanche d'électrons qui donnesaraie a un courant électrique.
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|.3- Couplage CE/MS

La puissance de résolution élevée fournie par ctéphorese capillaire et
I'information structurale fournie par la spectrorneetle masse ont fait du couplage CE/MS
une combinaison attrayante. Ce couplage présependant quelques difficultés de mise en
ceuvre pour une analyse répétable et fiable. La iprentoncerne le maintien du contact
électrigue aux bornes du capillaire d'électropheréafin d’obtenir un champ électrique
uniforme pour les séparations électrophorétiquesséconde difficulté est la mise en place
d’'une interface de CE/MS qui permette d’augmerdevdleur du deébit du fluide sortant du
capillaire de séparation (quelques centaines deminl)) afin d'atteindre des débits
compatibles avec le spectrométre de masse (quelguesin’), tout en ne dégradant pas
I'efficacité et la résolution de la séparation élephorétique. La troisieme est d’accéder a une
bonne efficacité d’ionisation/désorption des aredydans la source d’ionisation, c’est-a-dire
une bonne adéquation de I'électrolyte de séparatibrdu liquide additionnel avec la
séparation et la détection en masse des analytes.

De multiples configurations du couplage CE/MS spogsibles: les difféerents modes
de séparation électrophorétique peuvent étre ceupline détection MS avec plus ou moins
de contraintes ; différents modes d’ionisation ségalement proposés selon la nature des
composés a analyser ; un grand nombre de détedentstgalement disponibles, selon la
sensibilité et l'information requise pour les arsgy. La figure 3 illustre bien les différentes

combinaisons du couplage CE/MS.

lonization
(ESI, APCI, APPI, MALDI, FAB, sonic spray)

H.V : | \ﬁ
poWér __‘{,,f g . | : .
supply | | | N | '
| i Y ] 4]
! i pume pump pump

buffer

Separation : CE
(CZE, CGE, CITP, CIEF, NACE, MEKC,
CEC)

Detection : MS
(ion trap, FTICR, TOF,
magnetic sector, quadrupole)

— ]

Interface
(sheath liquid, sheathless,
liquid jonction, nanospray)

Figure 3 : Premiére représentation schématiqua derfiguration du couplage CE/M37]
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La premiere interface pour le couplage CE/MS gédposée en 19g37] utilisant le
processus d’ionisation par électronébulisation @legtrospray ionization » (ESI). Des lors,
des interfaces pour le couplage CE/MS ont été dppéles avec d'autres méthodes
d'ionisation, y compris le bombardement rapide Bitdéontinu d'atome (FAB]38, 39]
lionisation chimique a pression atmosphérique (APJ9, 40, 41] [Tlionisation
photochimique a pression atmosphérique (ARB0D), I'induction par couplage plasma ICP
[13], mais aussi la désorption/ionisation par laseistsspar une matrice (MALD[L1, 12]
Parmi ces méthodes d'ionisation, I'électronébubsalESI) a été la plus souvent utilisée du
fait de la mise en place relativement simple deistgrface et de sa bonne stabilité, pour le
couplage CE/MS.

Il est également important de rappeler que la rarselace d'une interface pour le
couplage CE/MS, sans perte d'efficacité lors de€lgaration en électrophorese capillaire, a
ete une difficulté majeure. L'efficacité de la segion peut étre limitée par la possibilité
réduite de types d'électrolytes de séparation ectréphorése capillaire compatibles avec la
spectrométrie de masse, ou par la constructiotinderface en elle-méme. La sensibilité de la
détection peut également étre limitée par la faibleantité d'échantillon injectée en
électrophorése capillaire. Ainsi diverses interfaant été proposées afin de pallier ces
contraintes.

Le couplage CE/MS a été utilisé pour diversesiagipbns analytiques, comme des
études pharmaceutiques, cliniques, environnementiegroalimentaires, ou il est considére
comme une technique complémentaire a I'analyseq@aplage de la chromatographie liquide
avec la spectrométrie de masse (LC/MS). Cependant,utilisation pour des analyses de
routine a été limitée par la difficulté d’obtenim aystéme d’interfacage robuste.

[.3.1 lonisation par électronébulisation (ESI)

Dans le domaine des méthodes séparatives, l'iamsgiar électronébulisation a été
initialement utilisée pour le couplage de la chrtogeaphie liquide avec la spectrométrie de
masse LC/MS[42]. Le couplage en ligne de la CE/MS a laide dumgerface a
électronébulisation a par la suite été mis au (8ifit

Ainsi, divers types d'interfaces de CE/ESI-MS étét construits, comme les interfaces
a liquide additionnel coaxial, ou a jonction ligejdainsi que les interfaces nanospray sans

apport extérieur de liquide (sheathless). Plusiétusles ont été realisées afin d’améliorer
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I'efficacité de la séparation, la sensibilité deléection, et la robustesse de la technique de
couplage CE/ESI-MS.

[.3.1.1 Processus d’électronébulisation

Bien que le mécanisme de |'électronébulisation aiepas encore bien élucidé3,
44], le processus peut étre simplement décrit (FigreUne solution d'échantillon est
introduite dans un capillaire. Le champ électriqntense appliqué a la sortie de ce capillaire
provoque la formation d'un nuage de gouttelettemrggtes, de quelques micrométres de
diameétre, qui traversent simultanément un gradiEnthamp électrique et un gradient de
pression dans la direction de l'analyseur du speéitre de masse. Pendant ce transport, la
taille des gouttelettes diminue par évaporatiorsolvant et par explosions "coulombiennes”
successives (divisions spontanées de la gouttetdiaegée en gouttelettes plus petites,
provoquées par une charge surfacique tres élel@pplication d'une pression a I'entrée du
capillaire peut faciliter la nébulisation, suivaatdébit utilisé et la composition du solvant. De
plus, un flux de gaz nébulisant (de I'azote en ggnést appliqué a linterface pour aider a
I'évaporation du solvant. Le gaz séchant, situ&mtre de l'analyseur du spectrométre de
masse, permet de parfaire le processus d'ionigdtienrption. Ce processus
d’ionisation/désorption des espéces sous pressioosghérique, encore mal défini, permet le
transfert des especes chargées d’'une phase ligmdphase gazeuse, avec un tres bon
rendement d’ionisatiof45].

Certaines interfaces sont également chauffées. ibes formés sous pression

atmosphérique sont alors canalisés par un ensedibehantillonneurs, c'est-a-dire un

ensemble d’orifices sous pompage, vers I'analysauegne un vide poussé

Afin d’augmenter la sensibilité de I'électronébalisn, la source a été peu a peu
miniaturisée pour devenir le "micro électrosprayligqro ESI) ou le "nano électrospray” (nano
ESI). Les débits, a la sortie de I'aiguille de néation, sont dans ce cas de 'ordre de 30 a 40

nL.min™ au lieu de quelques pL.min
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Figure 4 : Schéma de principe de I'ionisation/dggon par électronébulisation

L’'un des avantages majeurs de I'électronébulisatsh son rendement d’ionisation
élevé (20 - 50 %), surtout pour des espéces naatiad de masse moléculaire éley48g].
Dans le milieu des années 80, Fenn et ses colkgwsal42] ont montré, que
I'électronébulisation de grosses molécules produgss ions ayant une charge nette (z) qui
augmentait avec la taille des molécules. Ainsirleguments conventionnels de spectrométrie
de masse peuvent étre utilisés pour la détectiespédces présentant des masses moléculaires
supérieures a la limite supérieure m/z de l'insoin L’année suivante ils ont également
montré, que la masse moléculaire précise des pestgiouvait également étre déterminée a

partir de la distribution des différents états Harge (m/z) sur les spectres §52].

Depuis, I'étendue des applications de I'ESI-MS ts’E8gement développée de

maniéere rapide et la disponibilité de I'instrumeiata s’est largement accrue.
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[.3.1.2 Interface CE/ESI-MS

La source d’ionisation par électronébulisation (Eférmet I'ionisation en phase
gazeuse de composés polaires ou chargés initiatgonésents en solution (cf. partie 3.1.1).
Cette technique d’ionisation est donc particuliG@atmbien adaptée pour un couplage avec
I'électrophorese capillaire et constitue la sowldenisation la plus largement employée en
couplage CE/MS. Le transfert des analytes du eaylld’ électrophorése jusqu’a la source
d’électronébulisation est assuré par linterfacett€ interface doit également permettre
d’établir le contact électrique, nécessaire a ia &ol'application du champ électriqgue dans le
capillaire de séparation et a l'application du cpadiectrique requis pour le processus
d’électronébulisation dans la source d’ionisatibtinterface joue donc un réle primordial

dans la mise en ceuvre du couplage CE/MS.

La premiére interface mise en place pour le cogp@B/MS a été proposée, en 1987,
par Olivares et coll[37], utilisant le processus d’ionisation par électtmriéation. Cette
premiere interface a été réalisée en déposant omehe d’acier inoxydable (dép6t d’une
couche d’argent) a I'extrémité de sortie du capélal’électrophores@i6], afin de permettre
le contact électrique aux bornes du capillaireectéliser le processus d’électronébulisation.
L’ionisation par électronébulisation a été réalisées pression atmosphérique et I'interface
chauffée a 60°C. Un flux de gaz M 2,5 L/min) a également été introduit au niveau d
l'interface afin de faciliter le processus de néatlon. Cette premiere interface a donné de
bons résultats du point de vue de la sensibilitéé&tection, mais a tout de méme présenté
certaines limitations, comme le faible débit d’élephorese inférieur au débit optimal requis
pour I'électronébulisation, engendrant une instbdu spray. Elle a présenté également des
limitations du point de vue du choix de la natueel'dlectrolyte de séparation. Les tampons
aqueux et de conductivité élevée ne pouvaient pasuélisés avec ce type d'interfacage, du
fait d’'une part que la phase liquide devait étreléanent évaporée durant le processus de
nébulisation et d’autre part le risque d’avoir wwmpétition lors de lionisation, entre les
espéeces chargées de I'échantillon et de I'éledeolpe plus, la durée de vie des capillaires
était limitée a quelques jours : des réactionstelebimiques se produisaient au niveau du
dépb6t d’'acier inoxydable a l'extrémité du capikaien provoquant son décollement,
engendrant ainsi une perte du contact électrique.ddlution a été proposeée afin de pallier ce
dernier inconvénieni6], en déposant une couche plus épaisse d’'acier diabkgy, générant

un écoulement électroosmotique plus élevé et assanasi une durée de vie plus longue des
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capillaires. L'utilisation de capillaires préalatvient traités reste tout de méme un facteur
contraignant pour ce type d’interfacage.
Afin de pallier tous ces inconvénients, d’'autregety d’interfaces plus robustes, mais

egalement plus performantes ont été développées.

[.3.1.2.1 Interface a liquide additionnel coaxial

Une amélioration de l'interface CE/ESI-MS a étépps#e en 1988 par les mémes
auteurg47, 48] mettant en place une jonction a liquide additiorsuaxial. Cette approche
est actuellement la plus couramment employée pmupler I'électrophorése capillaire avec la
spectrométrie de masse avec source a électroratimnis(ESI-MS) [49]. Par la suite,
plusieurs amélioration ont été introduites pernmettane meilleure stabilité ainsi qu’une
meilleure répétabilité des analygds, 50-55].

- Construction de l'interface

L'interface a liquide additionnel coaxial (Figusese présente sous la forme de trois
capillaires concentriqgues coaxiaux. Le capillageplus fin est un capillaire en silice vierge
utilisé pour la séparation électrophorétique. Gelugst entouré par un capillaire central,
habituellement fait d'acier inoxydable, assuragtdulement du liquide additionnel. Le
capillaire externe, également fait d'acier inoxydalassure I'écoulement du gaz nébulisant
(air ou azote), favorisant le processus d'évapmrates ions lors de I'électronébulisatid,

53, 56] La tension d’électronébulisation généralement & 8 kilovolt, est appliquée soit a
'extrémité de I'aiguille de nébulisatidh2, 53] soit a I'entrée de I'analyseur NI&].

Capillaireexterntc — I
Ecoulement du gaz nébulis —>

Capillairecentra ——» — -
Ecoulement du liquide addition—» | c
Capillairede CE —» o - —» Vers la M¢
Ecoulement du liquide additiont —»

Ecoulement du gaz nébulis —>

Figure 5 : Schéma de l'interface a liquide additiel coaxial pour le couplage CE/ESI-MS
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A l'extrémité de l'interface, la jonction entre ldguides et le gaz, se présente sous
forme d’'un cone dynamique, appelé « cone de Tayl@tigure 4), a la pointe duquel sont
émises les gouttelettes chargées, formant le sfganébulisation. La jonction entre le liquide
provenant du capillaire de séparation et le liquadditionnel permet de réaliser le contact
électrigue aux bornes du capillaire d’électropheréSette forme permet la réduction des
volumes morts au niveau de la jonction entre leiidiq additionnel et I'électrolyte de
séparation, ainsi qu’une amélioration de la stEbdu processus d’électronébulisatjdf].

- Influence du liquide additionnel sur les performanes du couplage CE/ESI-
MS

Principalement le liquide additionnel joue troide importants dans le processus
d’électronébulisation. Il permet de créer le contdectrique pour la séparation, de pallier les
faibles débits d’électrophorése et de favoriser ledgant le phénoméne
d’ionisation/désorption de par sa composition chjinei

Durant I'analyse par couplage CE/ESI-MS, le liquakiditionnel se mélange a la
solution d'électrolyte de séparation a la sortiecdpillaire d’électrophorése et permet le
contact électrique aux bornes du capillaire de redjom. Une tension est également appliquée
au niveau de l'aiguille d’'interface permettant lgessus d’électronébulisation. Le liquide
additionnel permet également d’augmenter le déhitast du capillaire de séparation afin
d’étre compatible avec le débit nécessaire au psused’électronébulisatiofd7, 52] Le
débit d’électrophorése est généralement faiblériedir & 300 nL.min [30], lorsqu’on utilise
des capillaires conventionnels en silice vierg&bde& 75 um de diamétre intermpar rapport
aux débits requis en ESI-MS de l'ordre du pL1hif#7]. Généralement pour ce type
d’interfacage, le liquide additionnel est délivr@radébit de I'ordre de 1 a 10 puL/ni2o, 52-

54, 56-59] Par ailleurs il a également été observé queajlede additionnel, de par son débit
élevé par rapport a celui de I'électrophorese aml pouvait engendrer une dilution de
I'échantillon lors du mélangeage des deux fluidea.été constaté que I'abondance des pics
diminuait lorsque le débit du liquide additionnabaentait[60, 61]

L'électrolyte de séparation et le liquide additiehjpuent un réle important dans le
processus de transfert des ions de l'analyte dehése liquide en phase gazeuse, lors du
phénomene d’ionisation/désorption. L'efficacitéodisation/désorption dépend en premier
lieu des propriétés physico-chimiques de l'analgar exemple la valeur du pKa, de

I’hydrophobie, de I'énergie de solvatation des iong62, 63] De plus, vu que le liquide
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additionnel représente une majeure partie de lasephbquide dans le processus

d’électronébulisation, il doit étre choisi de mari& faciliter l'ionisation des analytes. Le

potentiel de début d’électronébulisation (tensiomimale pour former le céne de Taylor,

provoquant la formation d’'une légére vapeur de tgtettes chargées) augmente avec la
tension superficielle de la soluti¢®¢].

Une faible tension de surface facilite la diminatie la taille des gouttelettes dans le
processus d'évaporation et diminue la tendanceodupe des décharges électriques non
désirées. La conductivité de la solution est urreagiarameétre critique. Le rayon des
gouttelettes chargées produites dans le processlestdonébulisation diminue lorsque la
conductivité augmenté4, 65]

L'utilisation d’électrolytes de conductivité élevéenduit donc a des gouttelettes de
petites tailles ce qui est favorable a la formattans multichargés et par conséquent permet
lanalyse d’'un plus grand nombre de molécules pounavoir des masses moléculaires
élevées, avec des analyseurs MS ayant des gamnme& destreinte$66]. En méme temps,
avec des électrolytes de conductivité élevée, lwuwmence entre les charges de l'analyte et
des ions de l'électrolyte peut diminuer la sengibitle la détection, phénomene appelé
suppression d’ionisatiofi62, 65] Par ailleurs, le courant du spray augmentant dsec
conductivité de la solutiofe5], le risque de former des décharges électriquesnenig
également. Il faudra donc trouver un compromis pauconductivité de I'électrolyte afin
d’obtenir une ionisation optimale des analyteseetinimum de suppression d’ionisation et
minimiser également la formation de décharge atpatr

La viscosité de la solution est également un par@mi@fluant sur le processus
d’électronébulisation. En effet, la faible viscésie la solution permet la formation de plus
petites gouttelettes initial¢g4] améliorant I'efficacité du transfert des ions bage gazeuse.

Le liquide additionnel se mélangeant a I'électrelyte séparation a la sortie du
capillaire d’électrophorese peut également affd@éficacité et la sélectivité de la séparation
électrophorétiqud3, 28, 67] La migration des contre-ions du liquide additiehwers
I'électrode d’entrée dans le capillaire de sépamata été observée dans certains cas,
engendrant un déplacement des frontieres ioniquéstérieur du capillaire. Ceci pourrait
engendrer un retard et des inversions de I'ordrenggation ainsi qu’une diminution de la
résolution de séparatid@8]. Afin de pallier ce phénoméne néfaste, plusieuggestions ont
été faites incluant I'utilisation d'un contre-iorontmun ou de pKa ou de mobilité
électrophorétique similaires, ou encore une augatient du débit de ['électrolyte de

séparation3, 28].
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Pour les raisons évoquées ci-dessus, le choix dentgosition du liquide additionnel
est primordial. Il devra fournir une faible tensisuperficielle, étre volatil, peu visqueux, mais
également étre suffisamment conducteur pour mamiercontact électrique aux bornes du
capillaire d’électrophorese et favoriser le proossd’électronébulisation. Cependant, il ne
devra pas avoir une forte concentration ionique dé minimiser les décharges électriques, et
éviter la suppression d'ionisation des analytes amcurrence dans la gouttelette.
Généralement, le liquide additionnel est choisind@niére a avoir une teneur élevée en
solvant non aqueux avec une faible tension supatéc(tels que les alcools, I'acétonitrile,
acétone) et un électrolyte volatil (tel que l@té ou le formiate d'ammonium, l'acide
acétigue, l'acide formique, I'hydroxyde d'ammoniunfpible concentration (< 25 mN28,

51, 58, 67-72]

- Optimisation des autres parameétres instrumentaux elCE/ESI-MS

La mise au point d’un couplage CE/ESI-MS stablecauee efficacité de séparation et
une sensibilité de détection maximales comporfasteament de divers autres parametres
instrumentaux tels que ceux de l'étape d'injectilantension de séparation, la taille du
capillaire de séparation, le positionnement dullzapg au niveau de l'interface et sa distance
par rapport a I'analyseur de la MSL, 52, 52, 73-75]ainsi que I'ajustement des parametres
de l'interface (les potentiels d’électronébulisatiet de fragmentation, la pression de gaz
nébulisant, le débit de liquide additionnel, aipse le débit et la température de gaz séchant).
Beaucoup d'auteurs ont noté limportance majeurepakitionnement de I'extrémité du
capillaire d’électrophorese au niveau de lintegfapar rapport a l'arrivée du liquide
additionnel. Généralement, la réponse du signdd stabilité optimale du systeme ont été
obtenus lorsque le capillaire de séparation dépass®,05-0,3 mm par rapport au capillaire
d’introduction du liquide additionngb6, 58, 68, 72, 74, 76]Par ailleurs, afin de tenter
d'améliorer la stabilité de I'électronébulisatiaqyelques auteurs proposent de retirer une
petite partie de la gaine extérieure de polyimidéextrémité du capillaire en silice vierge,
afin d’améliorer la mouillabilité par le liquide didionnel [68, 72] On rapporte également
gue la mouillabilité est améliorée lorsque les made capillaires sont plus mincgs]. Il a
également été noté que les dimensions des cagidll@ioaxiaux, tels que leurs diametres
internes et extérieurs et, par conséquent, |I'épaiste la paroi, influencaient la sensibilité de

la détection et la stabilité du courant ioni¢ba].
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De méme, les débits de gaz jouent un rdle impodans le couplage CE/ESI-MS. Il a
été montré que le débit du gaz nébulisant affetzaiéponse du signff2, 77].Ce dernier a
pour réle principal de former un spray de goutteketstable et continu a I'extrémité de
l'aiguille d’interface, favorisant ainsi le processd’électronébulisation. On a rapporté que ce
dernier n’affectait que légerement I'écoulementsain du capillaire d’électrophorése, pour
des diametres internes inférieurs a 50 um, maiélerex nettement I'écoulement pour des
diameétres plus élevés jusqu’'a 100 @b, 78] Le gaz nébulisant produirait donc un
ecoulement hydrodynamique supplémentaire au seincahillaire de séparation (effet
d’aspiration ou de succion), ayant donc une infbgesignificative sur les temps de migration
des analytes, la sensibilité de détection et laluéisn de la séparatid60, 78-81] Du fait de
cet effet d'aspiration, quelques aute[#8] proposent de couper les arrivées de gaz nébulisant
et séchant durant l'injection hydrodynamique dehantillon, afin de minimiser I'erreur sur la
guantité injectée, si I'écoulement le permet.

Le gaz séchant, situé a l'entrée de la source datispnétre de masse, permet de
compléter I'’évaporation du solvant, avant I'intratlan des ions dans le capillaire de transfert
de la MS. Ce parametre est important a optimider,cdobtenir la meilleure sensibilité, car
sans une évaporation compléte du solvant, la sétesde détection ne sera pas optimale. Des
recherches ont été réalisées afin de voir l'infagede la température et du débit de gaz
séchant sur l'efficacité de séparatipfv], mais aucune influence du gaz séchant n'a été
constatée sur les performances de la séparatiomaghoretique lors de cette étude.

Les tensions d’électronébulisation et de fragmemasont également des parametres
a optimiser, afin d’'obtenir respectivement les teails rendements d’ionisation et la

fragmentation adéquate.

En conclusion, I'inconvénient principal de l'interé a liquide additionnel coaxial est
'optimisation préalable des parameétres d’électovpbe et des parametres d’interface, afin
d’obtenir les meilleures efficacités de séparatbria meilleure sensibilité de détection en
MS. Un autre inconvénient a cette interface restaible sensibilité de détection en MS, due
a la dilution de I'échantillon par le liquide adoiitnel [35] et au phénomene de suppression
d’ionisation par les ions du liquide additionn@?2, 62] Mais cette interface présente
plusieurs avantageg52], dont la possibilité de changer facilement les illzages
d’électrophorese, sans aucun traitement préaldble permet également une grande

flexibilité dans le choix de la nature de I'éledtyte de séparation et du liquide additionnel,
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afin d’améliorer I'efficacité de lionisation. Ellprésente aussi I'avantage de minimiser les

volumes morts au niveau de l'interfgdé].

1.3.1.2.2 Interface a jonction liquide

Un second type d’interface a électronébulisationrge couplage CE/ESI-MS a été
mis en place vers la fin des années[&®), 'interface a jonction liquide. Cette interface
utilise I'approche de l'interface a liquide additi@l coaxial, mais difféere dans la jonction
entre le liquide additionnel et I'électrolyte depaéation. Le capillaire de séparation est
connecté a un capillaire de transfert utilisé datlectronébulisation, proche de la source du
spectrometre de masfB2], par jonction liquide, a I'aide d’'un réservoir dguide, permettant
entre autres le contact électrique aux bornes duillaiee d’électrophorese (Figure 6).
L'espace est généralement ajusté sur une distamcH)-@5 um afin de permettre a une
guantité suffisante de liquide d'étre introduit sléacapillaire de transfert tout en en évitant la
perte des analytg¢§, 83, 84]

Aiguille de nébulisatio

Capillairede CE
I — i —» Vers la M¢

« Jonction
liquide »
Gaz nebullsa|

Figure 6 : Schéma de l'interface a jonction liquide

L'avantage de cette interface est la déconnexioysighe entre le capillaire de
séparation et I'aiguille d’électronébulisation, pettant un plus grand choix pour la nature du
liquide de jonction, afin d’améliorer et d’optimisée processus d'électronébulisati].
Mais linterface a jonction liquide n'est pas auasgement utilisée que l'interface a liquide
additionnel coaxial en couplage CE/ESI-MS. L’incénient principal de cette interface est
gu’elle exige une grande précision lors de l'aligpieat des capillaires de séparation et de
transfert[50,85] L'élargissement des pics, ainsi que la pertdidafité de la séparaticet le
bruit de fond plus élevé qu'avec une interfaceyaidie additionnel coaxial ont été également
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constaté$50]. L'interface a jonction liquide est également adsdorieuse a mettre en place
et peu robustgp0, 52-55].

[.3.1.2.3 Interface nanospray sans apport extérieute liquide
(sheathless)

La premiére interface de CE/MS, décrite en 198itilesé le principe « sheathless »
pour le couplage CE/ESI-MS, signifiant qu'aucunuilig additionnel n’est rajoutérreur !
Signet non définj. C’est en raison des problemes de stabilité days@vec cette premiére
interface, que des interfaces a jonction liquideété par la suite proposéds, 48, 82] Plus
tard, diverses interfaces sans apport extériediqdale pour le couplage CE/ESI-MS, avec
une approche nanospray, ont été développées afsurd@onter I'inconvénient de la faible
sensibilité rencontrée avec les interfaces a jondtquide. Dans une interface nanospray sans
apport de liquide extérieur, I'électronébulisatest effectuée au bout d’'un capillaire étroit de
nébulisation[35]. La construction d'une interface nanospray sapsragle liquide extérieur
stable et robuste pour un usage a long terme sedéttdedifficile, cependant beaucoup de

groupes de recherches y ont ceuvré.

L'amélioration de la sensibilité de I'ionisationr gectronébulisation exige souvent de
diminuer le débit de I'électrolyte et de miniatarifinterface d’électronébulisation. Au début
du processus d'électronébulisation, les ions foer@mchargés s'accumulent prés de
'extrémité du capillaire d’électronébulisation ®int électriguement attirés par la contre
électrode, permettant ainsi a I'écoulement duidigunaissant de se diriger dans la direction
de la contre électrode. Le liquide forme un cone€ldeglor, lié a la tension superficielle des
gouttelettes. Le diametre du spray du liquide, @aant du cone de Taylor et, par conséquent,
le diametre initial des gouttelettes formées, dumirproportionnellement avec le débit de
'écoulement[64]. Plus la gouttelette est petite, plus sa densit&hd@ge volumique est
élevée, ce qui permet qu’'une plus grande propodsmolécules d'analyte soit disponible
lors du processus d’ionisation/désorpti@®]. Ainsi, 'augmentation de la proportion des
petites gouttelettes transférées améliore la siéité&siliEn outre, les interfaces avec une plus
petite ouverture permettent une dispersion plusitétdes gouttelettes, assurant un meilleur
transfert de I'échantillon vers I'analyseur du $pmuétre de massi4]. Les volumes des
gouttelettes sont environ 100 a 1000 fois plustpetvec les interfaces nanospray, a faible

débit (20 nL/min), comparé aux volumes des goutedeproduites par les interfaces a
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électronébulisation, utilisant un liquide additi@hf66]. Ainsi, les gouttelettes s'évaporent
plus rapidement et les interfaces nanospray pelairsit étre placées a 1 ou 2 mm de l'orifice
du systéme sous vide, afin améliorer I'efficaciiérdnsfert des ions.

Le diamétre interne de linterface a électronéhtibs, ainsi que le débit sortant du
capillaire, sont donc deux parameétres a prendm@oasidération lors de la construction d’'une
interface pour le couplage CE/ESI-MS, afin d’obtem spray d’électronébulisation stable.
Généralement, les faibles débits sont obtenus deqmetits diameétres internes de capillaires
[86]. C’est donc en allant dans cette optique quentsfaces nanospray ont été mises au

point.

Il existe une grande variété d'interfaces nanosgems apport de liquide extérieur
(sheathless), classables en trois catégories delan configuration. L’interface la plus
commune, utilise un capillaire d’électrophorésesdite vierge sur lequel est déposé un
matériau conducteur a I'extrémité de sortie deies|uafin de réaliser le contact électrique
(Figure 7a)[87-89] . Le deuxiéme type d'interface inclut les intedaalans lesquelles une
aiguille nanospray ou un capillaire conique sorntacdés au capillaire de séparation par
I'intermédiaire d'une jonction, engendrant de &Bblolumes morts, et sur laquelle se trouve
directement I'électrode (Figure 7b). Les jonctigesivent étre faites a partir d'un tube en
téflon, en silice vierge, de connecte[88] ou de douilles en téflon avec un fritté de laides
verre[91]. Une autre interface a été proposée dans cetteemétégorie de jonction, mettant
en place une interface présentant une géométridoene de T, reliant le capillaire
d’électrophoréese au capillaire de nébulisationljpaermédiaire d'une piéce en élastomeére, a
travers de laquelle un fil d’or est placé orthodemeent aux deux capillaires permettant le
contact électriqug86]. Dans la troisieme catégorie, les interfaces smposent d'un
capillaire d’électrophorese en silice vierge a boomique, et d'un fil conducteur inséré a
I'intérieur du capillaire de séparation (Figure.1a fil, généralement en platine, est inséré a
I'extrémité du capillaire de séparation ou estévipar un petit orifice dans le capillaire a
proximité de sa sortif92]. Une autre configuration d’interface a été propodans le méme
esprit ou I'électrolyte de séparation entre en contaet awn tube environnant en métal, par
l'intermédiaire d’un orifice réalisé sur le capitia d’électrophorése, servant de sortie de la
CE et d’électrode d’électronébulisatipt®].
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Figure 7 : Schémas d'interfaces nanospray sansrtagpaliquide extérieur (a) avec dépot
conducteur a l'extrémité du capillaire, (b) aveadon liguide entre le capillaire de
séparation et le capillaire de nébulisation (c)cafie conducteur inséré a l'intérieur du

capillaire

L’inconvénient de ce type d’interfaces est qu'eldemt assez fragiles et nécessitent
I'utilisation de capillaires préalablement traités, qui représente une contrainte importante et

freine parfois leur utilisation pour certaines apgtions.

En conclusion, on peut dire que différents typemteifaces, pour le couplage
CE/ESI-MS, ont été proposés, présentant chacums kantages et leurs inconvénients.
Ainsi, suivant la nature des analytes et la selitgilbequise, on pourrait envisager I'utilisation

de I'une ou l'autre de ces interfaces.
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[.3.2 Autres modes d’ionisation

L'interface ICP (Inductively Coupled Plasma) esskconde interface la plus utilisée
pour le couplage CE/MS. Son principal champ d’aggion est I'analyse des métaux ou des
composeés metalliqugd 3, 93, 94] La popularité de I'électrophorese capillaire,tant que
technique séparative pour « des analyses de spécigta entrainé un engouement accru de
I'utilisation du couplage CE/ICP-MS pour un grandmbre d’applicationg94]. Un autre
domaine dans lequel le couplage CE/ICP-MS joueeégamt un réle prépondérant est la
détermination des constantes d’affinité protéinésamx (MPBS).

Comme linterface a électronébulisation ne foupats de rendement d'ionisation
optimum pour tous les types d'analytes séparé®lpatrophorése capillaire. D'autres types
d'interfaces comme linterface a ionisation phoitodaue sous pression atmosphérique
(APPI) [95, 96]ou l'interface a ionisation chimique sous pressitnosphérique (APC[}1]
ont été développées dans le but d’'améliorer |&tfié d'ionisation/désorption.

Bien que l'interface APCI permette d’obtenir de lleares sensibilités, comparée a
l'interface a électronébulisation pour les compopés polaires, actuellement il y a peu
d’applications utilisant ce type d’interface. Ce@xplique par le fait que les interfaces APCI,
initialement congues pour le couplage LC/MS, nétass des deébits élevés. Ainsi en
augmentant le débit de liquide additionnel, lors chuplage CE/MS, un faible rapport
signal/bruit (S/N) a été obsery#05]. Une interface APCI simple et permettant d’utilisie
faibles débits (entre 1-10 pL/min), pour les sépana électrophorétiques, a été développée
[41], par contre aucune amélioration de la sensilmitéétection n'a été démontrée comparée
a 'ESI-MS.

Plus récemment, l'interface a ionisation photochimei sous pression atmosphérique
(APPI) a été développée pour les séparations efguiretiqueqd10, 97] Cette interface
présente I'avantage majeur de permettre I'utilisati’électrolytes de séparation volatils et
non volatils, contrairement a linterface a élen&bulisation, d’améliorer la sensibilité de

détection du couplage CE/MS, mais également pedmétvailler a de faibles débits.
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|.4- Techniques électrophorétiques utilisées en cplage
CE/ESI-MS

1.4.1 CZE/ESI-MS

La technique électrophorétique la plus répandua plus utilisée est I'électrophorése
capillaire de zone (CZE), technique selon laquéde analytes sont séparés selon leur
différence de mobilité électrophorétique, sous tiat d’'un champ électrique. Lors du
couplage de la détection par spectrométrie de masse en amont une technique
électrophorétique, la CZE rencontre une plus grapdpularité, comparée aux autres
techniques électrophorétiques, car ces derniérasvepe parfois présenter certaines
incompatibilités avec ce type de détection (voiusplloin) [25]. Un grand nombre
d’applications, citées dans la littérature prouManpopularité de cette technique analytique
séparative (cf partie 1.6). Par contre, on ren@mirtaines limitations lors d’analyses par
couplage CZE-MS, telles que la restriction d’empii@is électrolytes de séparation non
volatils (tel que les tampons phosphate ou borapguvant affecter le processus
d’électronébulisation, provoquer un encrassemetd deurce MS, empécher ainsi le transfert
des ions et diminuer le signal de détection en[MS1] Lors de I'analyse de protéines ou de
peptides, en capillaire en silice vierge, des molgs d’interactions analyte/paroi peuvent
parfois étre rencontrés, affectant considérablenesngéparations. Des traitements de la paroi
interne des capillaires sont alors nécessairepécfie 1.5) La CZE ne permet pas de séparer
tous les types d’analytes, tels que les espécdgesed’autres techniques électrophorétiques
couplées a la spectrométrie de masse sont algoegEes.

L’électrophorése capillaire en milieu non aquewAQ¥E) offre plusieurs avantages
par rapport aux séparations électrophorétiques diBruraqueux, particulierement lors du
couplage avec la détection par spectrométrie desendes séparations en milieu organique
utilisés en NACE génerent de faibles courants étpats et permettent d’obtenir de
meilleures sensibilités de détection, ainsi qu’prag d’électronébulisation stable, en raison
de leur faible viscosité et de leur volatilité @éey98-100] Les séparations de peptides et de
protéines par couplage NACE/ESI-MS restent trestdi@s et ne sont réalisées que pour des
analyses de mélanges de peptides et de protéineatdiee hydrophobf9, 101-103] Les
milieux organiques tels que le méthanol (MeOH),cétmnitrile (ACN) ou encore
l'isopropanol (2-propanol) ont été le plus fréqueeminutilisés. L'acétonitrile a été plus

particulierement utilisé, afin d’améliorer la forndes pics des peptides et d’accélérer le flux
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électroosmotique99]. L'effet favorable de ce milieu organique est pidbment qu'il

minimise l'adsorption des peptides et des proté&nesa paroi interne du capillaifg01].

1.4.2 MEKC/ESI-MS

Afin de réaliser des séparations de composés émagtes ou encore d'espéeces
neutres, des méthodes utilisant le principe desantions chromatographiques peuvent étre
utilisées. Malheureusement, de tels systemesaritlisouvent des additifs non volatils dans
I'électrolyte de séparation, risquant d’encrasaesdurce du spectrométre de masse, ayant
ainsi pour conséquence un bruit de fond élevé surlidne de base et réduisant
considérablement la sensibilité. Néanmoins, ouaveadans la littérature actuelle différentes
approches proposant le couplage de séparationsoglecrétiques chirales MEKC (Micellar
Electrokinetic Chromatography), généralement wilipour la séparation d’especes
énantiomeéres ou la séparation de composés neawess|a détection MELO4, 105] Pour le
couplage MEKC avec la détection MS, deux approdifférentes peuvent étre trouvées, a
savoir, l'utilisation de surfactants volatjld06] ou des techniques empéchant la migration des
ingrédients non volatils de I'électrolyte de sépiaravers la source MS, avec la méthode de

remplissage parti¢ll07, 108]

1.4.3 cITP/ESI-MS

L’isotachophorese en capillaire (cITP) est congidécomme étant une technique
électrophorétique préparative, permettant la préeotnation d’échantillons a partir de grand
volumes injectés (de I'ordre du pL, comparée ad& Classique de 'ordre du nL). L'ITP est
le plus souvent utilisée en tant qu’étape de prématnation en ligne, avant la séparation par
CZE. La mise en couplage de la cITP avec une déteEiSI-MS semble étre une technique
tres attrayante pour I'analyse d’échantillons diluges travaux publiés sur ce couplffe9]
ont montré que pour des échantillons de faibles@anations, les zones préconcentrées
généralement bien définies se trouvaient dégradéesvauchement des zones) lors du
couplage, engendrant une baisse significative ghiaside détection MS. Afin de résoudre ce

probleme, un systeme de couplage ITP-CZE/MS a &é&mplacd109].
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|.4.4 CEC/ESI-MS

L’électrochromatographie (CEC) est considérée cemme technique hybride de
I'électrophorese capillaire et de la chromatograpdm phase liquide (HPLC), combinant la
haute efficacité avec la haute sélectivité de kmiere techniqu¢ll0, 111]et la grande
variété des phases stationnaires disponibles deusieme techniquid12]. La séparation est
basée sur le principe de la distribution de l'atealgntre la « phase mobile » et la « phase
stationnaire » en chromatographique, ainsi que ¢$ar difference de mobilités
électrophorétiques des espéeces charfEE3]. Les solutés sont ainsi séparés suivant leur
mobilité électrophorétique et leur coefficient dstdbution entre la phase mobile et la phase
stationnaire. Différents types d’interface ont atdisés pour le couplage CEC/ESI-MS tels
gue les interfaces a liquide additionnel coaxia§ interfaces nanospray et les interfaces a
jonction liquide [113]. On trouve comme applications au couplage CECMS]-
principalement I'analyse de peptides modéle?-115], ainsi que I'analyse de Myoglobine
digérée[115], d'Hémoglobine, dg-Lactoglobuline A[111] et d’Albumine de sérum de boeuf
(BSA)[116].

1.4.5 CIEF/ESI-MS

L’'analyse séparative par focalisation isoéleckicen capillaire (CIEF) fournit les
efficacités les plus élevées pour les séparatienmatéines. De ce fait la mise en couplage de
la CIEF avec une détection ESI-MS offrirait un bytisissant pour I'analyse d'échantillons
tres complexe$3]. Le couplage CIEF/ESI-MS présente tout de mémmioes limitations,
telles que l'introduction des ampholytes non-vddatiers I'analyseur MS et le transfert des
zones focalisées vers le spectrométre de massepsavmquer leur élargissement. Afin de
pallier ce dernier inconvénient, une mobilisatioathodique combinée a un systeme
gravimétrique a été proposdél7, 118] Et afin de résoudre le probleme concernant
l'influence des ampholytes sur l'efficacité d'iatien, une interface de dialyse, placée en
amont de l'aiguille d’électronébulisation a été eléppég119]. En outre, l'introduction d'une
seconde dimension, telle que la CZE ou la chromapdge liquide en phase inverse (RPLC)
permet également I'élimination des ampholytes avaut introduction dans la source du
spectrometre de masgE20]. Certaines des applications reportées dans daditire, utilisant
le couplage CIEF/ESI-MS, ont été réalisées polgéjaaration de mélanges de protéine tres
complexes, avec un spectrometre de masse de résoggolotroniqgue a Transformer de
Fourier (FTICR)[117, 118, 121, 122(cf. chapitre V).
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|.5- Traitement de surface de la paroi interne degapillaires
d’électrophorese pour le couplage CE/ESI-MS

La paroi interne des capillaires d'électrophoréséjalement en silice vierge, est
chargée négativement. Il est parfois nécessairdadmodifier a l'aide entre autres de
polymeéres, en changeant ainsi son état de chamgeeffit, la mobilité électroosmotique
intervient dans la sélectivité apparente (défimmme le rapport des mobilités apparentes) de
la séparation et joue donc un rdle primordial. &#eurs, l'inversion ou la suppression de
I'écoulement électroosmotique par un changemeritétlet de surface du capillaire, permet
entre autres de limiter les interactions solutéllzame, particulierement dans le cas de
'adsorption des peptides ou des protéifEa3]. L'adsorption des protéines sur la paroi
interne du capillaire semble étre la principalsaai d'une perte d'efficacité nofd4] et de
la faible répétabilité des temps d’analy$85]. Lors d'analyses par couplage CE/ESI-MS, on
rencontre évidemment les mémes soucis d'adsorpfienplus, un flux électroosmotique
constant est requis dans la configuration d’'un tamg CZE/ESI-MS, afin de maintenir un
contact électrique stable aux bornes du capilldreéparation. Le contréle de I'amplitude et
de la direction de I'écoulement électroosmotiquarédsente, par conséquent, un des enjeux
majeurs dans les séparations électrocinétiquedlaiegs couplées a la spectrométrie de
masse. |l existe actuellement un nombre de traidsrae surface assez important, permettant
une diminution, une suppression voire une inverdioflux électroosmotique, quel que soit le
pH de [l'électrolyte de séparatiofl, 3 24, 126] Malheureusement tous ne sont pas
compatibles avec le couplage CE/ESI-MS, a cause duentuel relargage des polymeres
adsorbés sur la paroi du capillaire vers la soutgespectrométre de masse, pouvant
'encrasser et engendrer une détérioration de rhesilsdité de détectior{127, 128]. Une
température élevée au sein de l'aiguille d'intezfapportée par le gaz nébulisation, pourrait
également détériorer ce traitement de surfacec®méquence, différentes stratégies ont été
mises au point pour le couplage CE/ESI-MS, afiswa@nonter cette limitatiofi, 83].

Une des approches consiste a utiliser des capalaiont la paroi interne a été greffée
de maniére covalente par des polymeres cationigeés que le ((3-aminopropyl)-
triméthoxysilane  (APS) [129-131], le chlorure de 3-(méthacryloylamino)-propyl
triméthylammonium (MAPTAC)[90, 132] ou le chlorure d’[(acryloylamino)propyl]-
triméthylammonium (BCQ)[133]; des polyméres anioniques tels que Il'acide pely(2
acrylamido-2-methyl-1-propanesulfoniqugll34] ou des polymeéeres neutres tels que
I’hydroxypropylméthylcellulose (HPMC|135], I'alcool polyvinylique (PVA)[136, 137] ou
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le polyacrylamidg177, 138] Cependant, les principales limitations de cessyte greffages

covalents sont qu’ils nécessitent de longues étdpesaitement du capillaire, qu’ils n’ont
malheureusement que des durées de vie relativdimetgtes (1-2 jours), et qu’ils présentent
une instabilité aux pH extrémes. Le prix élevé dapillaires greffés, disponibles dans le

commerce, est également un inconvénient importanérdre en considérati¢d).

D'autres approches de traitement de la paroi iatelun capillaire pour le couplage
CE/ESI-MS, afin de réduire l'adsorption des praéjn consistent en la modification
dynamique de la paroi par une mono-coyd®®] ou des multi-couchg440] de polymeres.

Des modifications dynamiques de la paroi internecagillaires avec du polybréne
(bromure d’héxadimétrine), polymeére polycationiqust souvent été utilisées pour des
analyses par couplage CZE/ESI-M#41, 142] Grace a ces capillaires, de meilleures
résolutions ont été obtenues en limitant 'adsorpties composés sur la paroi interne des
capillaires[143]. Il a également été montré que la réalisationadmaddification dynamique
avec le polybréne était reproductible, durableaetlé a mettre en ceuvre. L'inconvénient de
cette modification est qu’elle est instable en @ik organiques (méthanol), sachant que ceux-
ci sont souvent rajoutés a [I'électrolyte de sépamatlorsque des interfaces a
électronébulisation « sheathless » sont utiligd@€]. Une régénération du polymére est
parfois nécessaire entre chaque angli/44], ce qui peut étre un inconvénient majeur pour le
couplage CE/ESI-MS. Le capillaire devra alors é&wtrée de laiguille d’interface, entre
chaque analyse pendant I'étape de régénératiam,dafiminimiser la contamination de la
source MS par le polymere. Afin de pallier certalesces inconvénients et de « renforcer » le
maintien de la modification dynamique, une altausata été proposée, la modification
dynamique multicouches (SMIL : Successive Multiptaic-polymer Layers)[145]. Ce
traitement consiste en un dépo6t successif multiglepolyméres ioniques, avec un état de
charge global de la paroi interne positif. Les paodyes utilisés sont le polybréne, en tant que
polymere polycationique, et le sulfate de dextran lacide hyaluronique, en tant que
polyméres polyanioniques, compatibles avec la oWMS. Il a été démontré que la
modification était tres stable avec une résistatiegée. Des séparations de protéines et de
peptides ont montré des analyses rapides et regiblhs [146]. Ce type de traitement a
également été utilisé pour I'analyse d’autre typeedmposés tel que les phospholydade]
ou I'analyse d’espéces anionigues comme les métebaitracellulaire$148].

Une modification de la paroi interne du capillgreur le couplage CE/ESI-MS a été

proposée utilisant un polymere, I'éthylpyrrolidineéthacrylate-N,N-diméthylacrylamide
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(EPYM-DMA). Ce type de modification est assez senglt facile a mettre en ceuvre,

n'exigeant qu’une étape de pré- conditionnementahillaire avec la solution de polymére

agueux pendant 2 min. Il a été démontré que atithn de ce type de capillaire modifié

réduisait significativement l'adsorption électrdigize des protéines basiques sur la paroi
interne du capillaire, et était compatible aveSIHMS, permettant d’obtenir des séparations
reproductibles de ces protéines basidad$]. L'inconvénient majeur de cette technique est
gu’elle nécessite une régénération de la paroi tavhague analyse avec la solution de
polyméres.

On trouve également dans la littérature [I'utilisati d’autres polymeres
polycationiques polyaminés pour la modificationlagparoi interne du capillaire : le poly E-
323[150] et le poly-LA 313[151], permettant d’obtenir des séparations relativemegpities
de protéines basiques. Ces polyméres ont 'avardagee compatibles avec le méthanol et
I'acétonitrile, et présentent également une bonalkilgé de la modification sur la gamme de
pH de 2 a 10. La mise en ceuvre de cette modifitalymamique est aisée et rapide a réaliser,
mais nécessite une régénération fréquente.

Des modifications de la paroi interne du capillgiee adsorption d’une double-couche
de polymeres sont aussi proposées. La formatiaretle double- couche est réalisée par des
rincages successifs de la paroi interne du call@vec une solution de polymeres
positivement chargés et une solution de polyméégativement chargés. La paroi interne du
capillaire est alors chargée négativement, permietia réaliser des séparations en polarité
positive, tout en minimisant linteraction analyafoi. On trouve comme exemple de
modification par double-couche, compatible pour deslyses par couplage CE/ESI-MS, le
polybréne (polymére polycationique) et le sulfonate polyvinyle (PVS) (polymere
polyanionique)[152]. Les résultats obtenus avec ce type de capillanadifiés, ont montré
des séparations rapides d’un mélange de peptiohss ga’'une bonne efficacité de séparation.
De plus, la présence de la double-couche de poymér pas engendré de bruit de fond
supplémentaire, et les séparations obtenues étstiglnies et reproductiblg$53]. D’autres
polyméres anioniques, associés au polybréne, énutdisés pour la modification double-
couche de la paroi interne du capillaire, pourdealyses par couplage CE/ESI-MS, tel que
I'éthyléne glycol[154]. Les inconveénients liés a ces polyméres sontitetabilité en milieu
organique, et la nécessité d'une régénérationidjanhe de la paroi avec la solution de
polyméres.

Des modifications de la paroi interne du capillapar des polyméres neutres

hydrophiles, sont également réalisées. Le traitérdencapillaire est soit réalisé par une
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modification de la paroi interne du capillaire papolymere ou bien le polymere est rajouté a
I'électrolyte de séparation. Des polyméres hydrmshheutres tel que le Dextrftb5], ont
été utilisés pour des greffages covalents ou dedifitations dynamiques. Ces polymeéres
forment une couche épaisse de viscosité tres éleve la paroi interne du capillaire,
permettant ainsi d’éliminer efficacement le flue@&loosmotique.

Des kits pour la modification dynamique de la pamerne du capillaire pour des
analyses par couplage CE/ESI-MS sont égalemenbpéspdans le commerce. Les polyméres
utilisés sont déclarés compatibles avec la souwicspectroméetre de masse et ne provoquent
pas son encrassement. Cette modification permétealioc un écoulement électroosmotique
cathodique rapide et constant dans le domaine abtes$ pH.[156, 157] Le protocole
consiste a faire percoler successivement deux igotutde polymeéres, l'un cationique
(I'initiateur) et I'autre anionique (I'accélératgur

Ainsi, plusieurs procédés de traitement de la pamterne du capillaire ont été
proposés, permettant d’aboutir a des résultatsfag@nts. Cependant, il serait trés intéressant
de comparer toutes ces approches. C’est dans amttpie qu’'une étude a par ailleurs été
effectuée afin d’optimiser la stabilité et la peniance de différent type de modifications de
la paroi interne des capillaires d’électrophor@setermes de nature et de concentration des
polyélectrolyte§158].

On dispose donc de différentes approches de traiterde la paroi interne du
capillaire d’électrophorese, pour les analyses euplage CE/ESI-MS. Ces techniques
peuvent parfois étre laborieuses a mettre en ceereisquer d’encrasser la source du
spectrométre de masse. Il serait alors souhaitkstEjue cela est permis, de trouver d’autres
alternatives permettant d’utiliser des capillaieessilice vierge.
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|.6- Applications du couplage CE/ESI-MS

L’électrophorése capillaire est une technique sapar intrinsequement adaptée a
'analyse de composés chargés ou trés polairesg waiutres avec un phénomene d’affinité
avec une phase chargée. Les principes de sépamdiactéristiques de I'électrophorése
capillaire apportent des informations complémeatai celles qui peuvent étre obtenues en
chromatographie liquide entre autres. Cette techmnigéparative miniaturisée permet par
ailleurs de bénéficier d’'une trés faible consomonati’échantillon et de solvants, et d’'une
grande efficacité de séparation. Le couplage CENESIpermet de bénéficier des avantages
de I'électrophorése capillaire alliés a la sengéit aux grandes capacités d’identification de
la spectrométrie de masse.

Un intérét majeur s’est donc porté sur l'utilisatidu couplage CE/ESI-MS pour
'analyse et la caractérisation de divers compo€é&scouplage a connu un développement
considérable en ce qui concerne sa mise en plaseretpplication pour I'analyse et la
caractérisation de divers composés, avec l'utiisatie divers mode de CE, et ce dans de
multiples domaines. On a constaté également I'ajograid’un nombre croissant de fabricants
proposant des instruments de couplage CE/ESI-M& pgr&emploi, représentant un grand
pas en avant pour I'application de cette technmme des analyses de routine. Les différents
types d'interfaces utilisées pour la mise en ligiecouplage CE/ESI-MS se sont aussi
largement développés, et on retrouve une large gadimterfaces spécifiques aux analyses
requises. La diversité des instrumentations detgpuétrie de masse permet également de
réaliser des analyses plus complexes et d’accédies anformations essentielles.

Ce grand nombre d’applications a été reporté déférahtes revues de la littérature
relatant de I'engouement accru du couplage CE/ESIgdur I'analyse de différents types de
molécules, dont les biomolécules, les composés n@utiques et les polluants
environnementaux, ainsi que de la complexité dait®e au point de ce types d’analyses, et
les problemes pouvant parfois étre rencor{¢éd, 22, 24, 126, 159, 160]

Une description non exhaustive de certaines apita sera reportée dans les

tableaux qui suivenselon les divers domaines d’applicat[pt26].

46



- Analyse d’acides aminés, de peptides et de protése

Plusieurs approches sont proposées pour I'anatylseséparation des peptides et des
protéines par couplage CE/ESI-MS, utilisant diffdées technologies, suivant la nature et la
complexité des échantillons, mais également suilesmésultats escomptés.

Un certain nombre de travaux, traitant de l'analyles acides aminés par
électrophorése capillaire peut étre trouvé danistémature[161]. Ces espéeces présentent une
faible absorbance en UV, et des procédures de aliéniv sont ainsi nécessaires afin de
faciliter leur détection lors d’analyses par éleptrorése capillaire. Pour cette raison, une
attention particuliere a été prétée a I'élaboratierméthodes alternatives de détection pour
ces analytes telles que la détection par condutim&62] ou la détection par spectrométrie
de massg163, 164] En raison des avantages que confere la détedt®n(l'information
structurale, la sélectivité et la sensibilité) ceodm de détection a été employé pour
I'identification de ces composés.

Analytes et mécanismes CE |Type d'analyseur|  Type R&f.
mode MS d’interface ESI*

Métalloprotéines CZE | Triple quadripble Jonctiorulde| [165]
Peptide-amyloides CZE | Simple quadripélelonction liquide [166]
Mélange de peptides CZH TOF Jonction liquidfL67]
Apolipoprotéines NACE TOF Jonction liquide[102]
Aspartyltripeptide CZE Trappe d’ions| Jonction lidei [168]
Mélange de peptides par digestion tryptique = CZE ppead’ions Sheathless [169]
Acides aminés et vitamine B6 CZE  Simple quadrip@lenction liquide [170]
Peptides bioactifs par digestion tryptique CZE Trappe d’ions Sheathless [171]
Peptides et protéines de I'urine CZE TOF Jonctiguidie | [172]
Acides aminés de l'urine CZE| Triple quadriple lmrcliquide| [173]
Protéines digérées CzZH Simple quadrip@enction liquide [174]
Polypeptides de fluides corporels CZE TOF Jondimpnde | [175]
Mélange de peptides et de protéines CZE Trappe d’ions | Jonction liquide [176]

Constantes d’affinité protéine/métal (MBRs}JCITP Trappe d’ions | Jonction liquide [177]
Mélange de protéines CZE Trappe d’ions | Jonction liquide [178]
Mélange de protéines CIER Trappe d’'ions | Jonction liquide [179]

Marqueurs peptidique pour l'identification CZE Trappe d’ions | Jonction liquide [180]

a7



bactérienne

Acides aminés d’origine végétale
Glycopeptides

Métallothionéine (foie de lapin)
Protéines ribosomalesH’ coli
Gélatine, caséine, jaune d'oeuf
Protéines de bactérie pathogéne

Séquence d’acides aminés de I'alaméthig
F30

Sidérophores
rhEPO

Conjugués d’oestriol dans le fluide

amniotique

Protéome de salive humaine
Peptides synthétisés

Peptides opioides, neuropeptides

N-glycanes relargués de fagon enzymatic
de rHUEPO

Eydromorphone, opioide semi-synthétiqu
Protéines extraites de micro-algues
y-Glutamyl-S-éthényl-cystéine (GEC)
Peptides d’urine humaine

Protéines de cellules cancéreuses humai
« cross linker » avec fonctions acryliques
Empreinte protéique

Protéines standards

CZE

CZE

CZE
CZE
CZE
CZE

ine
NACE
CZE
CZE

CZE

CIE
CZE
CZE

ue
CZE

CZ

D

CZE
CZE
CZE
neeplEF
CZE
CIEF
pCEC

Simple quadripdle
Quadripble Trappe
d’ions

TOF
TOF
Simple quadripdle

Trappe d’ions

Trappe d’ions

Trappe d’ions

TOF

Trappe d'ions

F Trappe d'iorn
Trappe d’ions

TOF

TOF

E Trapjoms
TOF
Trappe d'iong
QTOF
TOF
Trappe d’ions

QTOF

Trappe d’'ions

> Jonction liquide
Jonction liquide

Jonctiauide
Jonction liquide
> Jonction liquide

Jonction liquide
Jonction liquid

Jonction liqu

Jonction liquid
Jonction liquid

s  lmombtuide
Jonction liquide

Jonction liquide
Jonction liquidé

Jonction liquide
Jonction liquide

Joncliquide
Jonction liquide
Jonction liquide
Jonction liquide

Jonction liqu

Jonction liquide

[181]

[182]

[183]
[184]
[185]
[186]

e [187]

ideL88]
e [189]

e[190]

[191]
[192]
[193]

2 [194]

[195]
[196]
[197]
[198]
[199]
[200]
d¢201]
[202]

* le terme « jonction liquide » correspond essdiatieent a I'interface a liquide additionnel

coaxial

le terme « sheathless » correspond a intertate a&pport extérieur de liquide

Tableau 1 : Liste non exhaustive d’applications abwplage CE/ESI-MS pour I'analyse

d’acides aminés, de peptides et de pr

otéines
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Analyse de saccharides

Les difficultés majeures rencontrées lors de I'gsaldes saccharides sont reliées a la
sensibilité de la détection, et peuvent étre vuesnge un probleme important dans l'analyse
de ces composéR03]. En raison de l'absence d'un groupement chromapldans la
structure des saccharides, le mode de détectionitd¢t est difficilement envisageable pour
la détection de ces espéeces, a moins qu'une atdjpaipaire de dérivation soit inclue dans le

processus analytique. De multiples applicationsisait le couplage CE/ESI-MS, dans le

domaine de l'analyse de saccharides peuvent éueées dans la littératuf@5]. En voici

guelques exemples récents dans le tableau qui suit.

Analytes et mécanismes CE | Type d’analyseur|Type d’interface R&f.
mode MS ESI*

Oligosaccharides de I'néparine CZE Sirgggp%ugtijginpséle/ Jonction liquide [59, 204]
Glycanes dérivatisés et non dérivatisés | CZE | Trappe dions | Jonction liquidg [205]
Oligosaccharides d’acide hyaluronique CZE | Trappe dions | Jonction liquide [206]
Oligosaccharides glycosamineglycane CZE TOF Sheathless [207]
Lipopolysaccharides CZE | Triple quadripdle Jonction liquide [208]
Régioisoméres de glucooligosaccharides CZE Trdppes | Jonction liquide [209]
Glycoconjugates CZE TOF Sheathless [210]
Polysaccharides CZE| Triple quadripgle Jonctionitlgu [211]
Polysaccharide@-Chain) CZE | Triple quadrip6le Jonction liquide [212]
Lipopolysaccharides de souches pathogénes agzE QTOF| Jonction liquide| [213]
Lipopolysaccharides gylcoformes (bacterlesCZE | Triple quadripble Jonction liquide [214]
Isomeres du fucoidane de fucose mono CZE Trappe d'ions | Jonction liquide [215]
sulfaté
g?}rgggﬁiﬁﬁaﬁﬁ{tﬁzfﬁg}ﬁgde FACE**| Trappe d’ions | Jonction liquidg [216]

* le terme « jonction liquide » correspond essdiatieent a I'interface a liquide additionnel

coaxial

le terme « sheathless » correspond a intertate apport extérieur de liquide
** détermination des parameétres d’interactionsdentification du ligand ayant effectivement

réagi

Tableau 2 : Liste non exhaustive d'applicationscduplage CE/ESI-MS pour 'analyse de

saccharides
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Bioanalyse de composés d’intérét présents dans leatrices alimentaires

Le couplage CE/ESI-MS joue également un réle des go plus important dans
l'analyse de produits naturels et alimentaireschlamp d’application important dans I'analyse
de produits alimentaires est le contrdle des édlang alimentaires, mais également la
détection des résidus de «drogues » provenantpdeduits alimentaires utilisés pour
I'élevage du bétail. Le tableau suivant recenseares applications utilisant le couplage

CE/ESI-MS pour I'analyse de ce type d’analytes.

Analytes et mécanismes CE mode Type d’analyseur | Type d'interface R&f
MS ESI* '
Thiabendazole dans les fruits et les) CZE dans sjmple quadripdle Jonction liquide| [217]
végétaux 5% MeOH
Glycoalkaloides dans des extraits de NACE Trappe dions | Jonction liquide| [218, 219]
pomme de terre
Amines biogéniques dans le vin CZE Simple quadeipdlonction liquide| [220]
Acides alfa et béta oxidés du houblon CZE Trappe d’ions | Jonction liquide [221]
Cytokinines de noix de coco CZE Trappe d’ions | Jonction liquide [222]
Acide hyaluronique CZE Trappe d’ions | Jonction liquide [223]
Gangliosides/phénols CZE Trappe d'ions Jonctionidig [224]
Lactonesde NAcylhomosérine CZE Trappe d'ions Jonction liquide [225]
N-hydroxide-L-arginine CZE | Tandem quadripfl@onction liquide [226]
Atropine, choline CZE Trappe d'ions Jonction ligeid [227]
Nucléotides cytokinine de noixde | czg Trappe d’ions | Jonction liquide  [228]
coco de mer
Antocyanines du vin CZE Trappe d’ions | Jonction liquide [229]
Acides aminés dans les aliments CZE Trappe d’ions | Jonction liquide [230]
Extraits méthanoliques de houblon CZE Trappe d’ions | Jonction liquide [231]
Extraits phénoliques d’huile d’olive CZE Trappe d’ions | Jonction liquide [232]
Reésidus de quinolone de poulet etde czg Trappe d’ions | Jonction liquide|  [233]
poisson
Antioxidants de Rosemary CZE Trappe d’ions | Jonction liquide [234]

*le terme « jonction liquide » correspond esseldieént a linterface a liquide additionnel
coaxial

Tableau 3 : Liste non exhaustive d'applicationscduplage CE/ESI-MS pour ladanalyse
de composés d’intérét présents dans les matriceerghires
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Analyses de produits pharmaceutigues et de métabtds

En faisant la revue des applications utilisantdeptage CE/ESI-MS, on constate que
cette méthodologie est devenue une méthode anadytde choix dans le domaine
pharmaceutique.

Son utilisation s’est largement répandue pour l@®et la détection de molécules d'intérét
pharmaceutique et de leurs sous-produits dangégsu@tions pharmaceutiques, ainsi que des
principes actifs et de leurs métabolites dansliedds biologique$235]. Pour répondre aux
exigences requises en ce qui concerne les faaleussnsibilité, de sélectivité, et de certitude
maximale, le couplage CE/ESI-MS a connu une gravdaceée et un large développement
dans ce champ d'applicatiga36, 237] Quelques exemples de I'application du couplage

CE/ESI-MS pour les analyses de produits pharmampeesi sont proposés dans le tableau qui

Suit.

Analytes et mécanismes CE mode | TYPE d’analyseur |Type d’interface R&f

MS ESI* '

Oxydone et métabolites dans l'urine CZE Trappe d’ions | Jonction liquide [238]

Flurosémide dans I'urine CZE Trappe d’ions | Jonction liquide [239]

Sildénafil dans le sérum CZE Trappe d’ions | Jonction liquide [240]

Fluoxétine et composés dérivés NACE | Simple quadripdle| Jonction liquide [61]

Mélange de médicaments basiques NACE| Simple quadripble| Jonction liquide| [241]

Médicaments énantioméres CZEMdfg‘a 259  Triple quadripdle | Jonction liquidg[242]

e
Préparations médicinales chinoises CZEMdfg‘a 60% Triple quadripdle | Jonction liquidg[243]
e

Clziblage de medicaments selon leur  czg Trappe d'ions, TOR Jonction liquidel [244]

pKa

Ibupr,oféne, codeine et leurs produits Remplissage| simple quadripéle| Jonction liquide| [107]

de dégradation partiel MEKC

Bupivacaine d'urine de rat CZE dans 209 TOF Jonction liquide [245]

MeOH

Lidocaine et métabolites dans le NACE Simple quadripdle| Jonction liquide [246]

plasma

II\/Ié_taboIites de 'oxycodone dans CZE Trappe d'ions | Jonction liquidel [247]

‘urine

Médicaments basiques dans I'urine CZE | Trappe d'ions, TOFR Jonction liquide [157]

Glucosinolates CZE Trappe d'ions, TOR Jonction liquide| [248]

Marqueurs de maladies rénales CZE TOF Jonction liquide [249]
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Lectines CZE Trappe d’ions | Jonction liquide [250]
Adénosine de venin de serpent CZE Trappe d’ions | Jonction liquide [251]
Virus humain immunodéficient CZE Quadripdle Jonction liquide [252]
Protéines d'urine de patients CZE TOF Jonction liquide [253]
diabétiques
Glycoformes de I'érythropoiétine CZE TOF Jonction liquide [254]
humaine
Caféine et ses métabolites CZE Simple quadrip6le| Jonction liquide [255]
Alaméthicine F30 NACE Trappe d’ions, TOF Jonctimuide | [256]
Biomarqueurs de sérum humain CZE TOF Sheathless | [257]
Enzymes recombinantes humaines CZE Trappe d’ions | Jonction liquide [258]
Biomarqueurs de cancer de la prostate CZE TOF Jonction liquide [259]
Analyse protéomique de I'urine CZE TOF Jonction liquide [260]
Biomarqueurs (urine humaine, fluides czg TOF Jonction liquide! [261]
cérébrospinaux)
Alkaloides d’'isoquinoline NACE Trappe d'ions Jdoatliquide | [262]
Galantamine MEKC Trappe d'ions Jonction liquid@63]
Halides d’alkyltriméthylammonium CEC Trappe d’ions | Jonction liquide [264]
B-agonistes du salbutamol NACE TOF Jonction liquide [265]
Antidépresseurs CZE QTOF Jonction liquide [266]
Agent de contrast de dimeéglumine ¢ CZE ESI Jonction liquidel [267]
gadobénate
Candidats de médicament CZE Trappe d’ions | Jonction liquide [268]
Métabolites CZE Simple quadrip6le| Jonction liquide [269]
Métabolites secondaires de la plante  czg Trappe d'ions | Jonction liquide [270]
Genista tenera
Métabolites de prokaryotes CZE Quadripdle/ Sheathless | [271]
Trappe d’ions
Urine humaine CZE Triple quadripble | Jonction liquide| [272]
B-Bloquants MEKC/CZE| Simple quadripdleJonction liquide| [273]
Galantamine CZE QTOF Jonction liquide [274]
Trans-Ketokonazole CZE Trappe d'ions Jonction ligyi[275]
Acide arylpropionique, acide CZE Simple quadripdle| Jonction liquid¢276]
abscisique, acides aminés
Amphétamine dérivée CZE Simple quadripgle  Jondimride | [277]
Enantiomeres de salbutamol NACE Trappe d'ions tlamdiquide | [278]
B-Bloquants CEC Simple quadripble  Jonction quurcﬂ@79]

52




Extasy et méthadone dans le plasrr1a

Chiral C‘iE

Siquadripole | Jonction quuidF[ZSO] ‘

* le terme « jonction liquide » correspond essdiatieent a I'interface a liquide additionnel

coaxial

le terme « sheathless » correspond a intertate a&pport extérieur de liquide

Tableau 4 : Liste non exhaustive d'applicationsduplage CE/ESI-MS pour la I'analyse de

produits pharmaceutiqgues et de métabolites

- Analyses biomédicales

On retrouve l'utilisation du couplage CE/ESI-MS @nmie analytique bio-médicale

moderne. Le champ d’application de ces études p@$é sur la recherche médicale et plus

particulierement sur I'analyse de nucléosides ding virale de lignées de cellules humaines.

En voici quelques exemples dans le tableau suivant.

Type d’analyseur

Type d’interface

Analytes et mécanismes 4
y CE mode MS ES|* Réf.
Nucléosides du virus du SIDA CZE Simple quadripdle| Jonction liquide [281]
Adduits platine de nucléotides d’ADN CZE Trappe d’ions | Jonction liquide [282]
Adduits benzaf]pyréne époxyde d’ADN|  CZE Triple quadripdle on lquidel 1283
adlpy poxy TOF Jonction liquide 284]
Sérotonine en milieu plasma CZE TOF Jonction liquide [285]
IASriiorl]tzv-hydroxybutyrique(GHB) dans CZE Trappe d'ions | Jonction liquide [286]
Amines aromatiques hétérocycliqgues dan€ZE dans Trappe d’ions | Jonction liquidel [287]
I'urine 60% MeOH
Etudedn vitro de glycolysation CZE Simple Quadripéle| Jonction liquide [288]
Nicotine et métabolites dans I'urine CZE dans | Triple quadripdle | Jonction liquide [289]
10% ACN
II,Duoripnezemlne et méthoxycatecholamines de CZE Trappe d’ions | Jonction liquide [290]
Catécholamines et métanephrines dans czg TOF Jonction liquide [291]
I'urine
Catécholamines NACE Triple quadripble Sheathless [292]
Adduits oxyplatine 5’-GMP CZE Trappe d’ions | Jonction liquide [293]
Adduits platine 5’-GMP CZE Trappe d’ions | Jonction liquide [294]

* le terme « jonction liquide » correspond essdl@ment a I'interface a liquide additionnel

coaxial

le terme « sheathless » correspond a intedfags apport extérieur de liquide
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Tableau 5 : Liste non exhaustive d’applicationscduplage CE/ESI-MS pour des analyses
biomédicales

Analyses environnementales de composés néfastess{ipades)

Une condition principale, lors d'analyses enviementales, est la capacité de détecter
des traces de composeés néfastes, tels que lesigeestidans des matrices complexes, tels que
les extraits de sol, extraits aqueux, fluides ljmoes et végétaux. Pour cette raison, la
combinaison de I'électrophorése capillaire et dddtection par spectrométrie de masse pour

l'information structurale additionnelle est un bohix pour ce type d’analyses. Le tableau

suivant propose quelques exemples.

Analytes et mécanismes CE mode | TYPe d'analyseur 'Type d'interface| o

MS ESI* '

Pesticides dans des extraits de bl¢] CZE dans Trappe d’ions Sheathless [295]

50% MeOH

Pesticides dans les fruits CZE Simple quadripdle| Jonction liquide| [296, 297]

Matériaux énergetiques a base de CZE Trappe d’ions | Jonction liquidel [298]

nitramine (TNT)

Herbicides : sulfoanilide de CZE Trappe d’'ions | Jonction liquidel [299]

triazolopyrimidine

Ammonium de méthyl triéthanol CZE Trappe d’ions | Jonction liquide [300]

Glyphosate CZE Simple quadripble  Jonction liquide [301]

sulfonatée

Amines hétérocycliques CZE Trappe d’ions | Jonction liquide [303]

Herbicides (triazine) CEC Trappe d’ions | Jonction liquide [304]

Amines CZE Trappe d’ions | Jonction liquide [305]

Agents libérateurs d’amino alcools CZE Trappe d'ions | Jonction liquide  [306]

de formaldéhyde

Antidépresseurs dans des eaux usges czg TOF Jonction liquide [307]

superficielles

Arsenic CZE Trappe d’ions | Jonction liquide [308]

Antibiotiques a base de quinolone CZE Trappe d'ions | Jonction liquide  [309]

dans le lait brut bovin

N-titrosamines spécifiques du tabac CZE Trappe d’ions | Jonction liquide [310]

Biocide a base de chlorure de CZE Trappe d'ions | Jonction liquide [311]

benzalkonium

Sulfonamides CZE Simple quadrip6le  Jonction liquidgd312]
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* le terme « jonction liquide » correspond essdiatieent a I'interface a liquide additionnel
coaxial
le terme « sheathless » correspond a intertate apport extérieur de liquide

Tableau 6 : Liste non exhaustive d'applicationscduplage CE/ESI-MS pour des analyses
environnementales de composés néfaste (pesticides)

- Autres types d’application.

Bien que le couplage CE/ESI-MS puisse égalementnfowdes avantages dans
l'analyse des polymeres ou des oligoméres syntle&tjgpeu d’études ont été réalisées traitant
de l'analyse de ces composés, utilisant cette ipoinde couplage. En voici quelques

exemples, entre autres applications, dans le talgjegsuit.

Analytes et mécanismes CE |Type d'analyseur|Type d'interface| o
mode MS ESI* '
Polyméres synthétiques NACE Trappe d’ions | Jonction liquide [313]

Oligomeres diastéréomérique d'ammoniliEKC | Simpla quadripdle Jonction liquide|  [314]
quaternaire

Produit d’hydrolyse du 3- _ CZE | Trappe d'ions | Jonction liquide [315]
Methacryloxypropyltriméthoxysilane

Fluorosurfactants polydiperses NAGE MALDI-TOH MALD [316]
Nucléotides intracellulaires CZE Trappe d’ions | Jonction liquide [317]
Résines de mélanine CZE |Simple quad./TOFJonction liquide| [318]
Oligonucléotides CZE QTOF Jonction liquide [319]

Produits de dégradation d'agents chimiques'E =+ | Trappe d'ions | Jonction liquide [320,
de guerre 321]
* le terme « jonction liquide » correspond essdiatieent a I'interface a liquide additionnel
coaxial

** Préconcentration par ITP transitoire en ligne

Tableau 7 : Liste non exhaustive d’autres typepgliaations du couplage CE/ESI-MS

Les tableaux précédents, relatant une liste norawstive d’'un grand nombre
d’applications décrites dans différentes revuefadétérature, nous montrent I'intérét accru
du couplage CE/ESI-MS pour l'analyse d'un grand bmende composés et ce dans divers

domaines d’application.
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CHAPITRE 1l : Etude approfondies sur les effets de

succion et de dilution dans un couplage électrophese
capillaire - spectrométrie de massevia une interface a

eélectronébulisation

A- Introduction

Le couplage de [I'électrophorése capillaire avesdactrométrie de masse (CE/MS)
est a ce jour considéré comme une approche anadythultidimensionnelle complémentaire
et / ou compétitive aux méthodes séparatives dassicouplées a la spectrométrie de masse.
Elle apparait comme un outil analytique essentiahsdles domaines de la vie, de
I'environnement et de la médecine meédico-légale. cbaplage CE/MS additionne les
avantages des deux méthodes ; l'aspect d’iderttdicaimobilité électrophorétique) et de
guantification (aires des pics) de I'électrophorésapillaire, combiné a l'information
structurale et la détermination des masses moléesllpar la spectrométrie de masse. D'un
cOté, I'électrophorése capillaire est une méthaglmaative tres attrayante, en raison de sa
faible consommation en échantillon, des faiblesdsird’analyse, de sa haute efficacité de
séparation, et de sa facilité d'emploi et d’autasadion, mais aussi par le fait qu'elle est
exempte de phase stationnaire, ce qui est favogabétude de mécanismes d'interaction. De
l'autre cOté, la spectrométrie de masse est whaitpie de détection universelle, permettant
non seulement la détection de pratiguement n'irepguiel analyte, mais fournit également
des informations structurales pour une identifamasans équivoque des composeés.

La combinaison de ['électrophorese capillaire ad&ection par spectrométrie de
masse remonte a deux décennies, lorsque Smithsetoflegues ont présenté la premiere
interface de travai[1-3]. Le module d'interface doit fournir la robusteske stabilité, la
sensibilité et le maintien de l'efficacité de sé@pian. Diverses interfaces CE/MS ont été
développées pour plusieurs types de sources ditomns I'ionisation par électronébulisation
ESI[4], l'ionisation chimique a pression atmosphériqueCAP], I'ionisation photochimique

sous pression atmosphérique AR®| 7], I'ionisation/désorption assistée par laser MALDI
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(Matrix Assisted Laser Desorption lonisatid8), I'induction par couplage plasma IJ#®] et

le bombardement rapide a débit continu d'atome FAG~ Fast Atom)10]. L’ionisation par
électronébulisation, développée et mise au pointDmde et al.[11] et Fenn et al[12], est
l'interface la plus commune car c'est la techniglienisation la plus douce. Elle est
considérée comme l'interface idéale pour le coupleyg ligne de I'électrophorese capillaire
avec la spectrométrie de masse, car elle facditeainsfert des analytes de la phase liquide de
I'électrophorese en phase gazeuse vers le spedteordé masse, produisant des ions
directement a partir des liquides a pression atimérsgue, avec une grande sensibilité pour
lanalyse d'un large éventail d'analytes. L’ionieat par électronébulisation permet la
détection d’'une large gamme d’espéces moléculaii@sérant des ions avec de multiples
charges. Méme les espéces de masse moléculaige leurront étre détectées a leur rapport
masse sur charge (m/z) avec la plupart des anaty?d®. Trois modeles d’interface a
électronébulisation ont été développés au cour@eternieres années pour le couplage de
I'électrophorese capillaire avec la spectrométrée rdasseg4, 13-15] (i) l'interface sans
liquide additionnel « Sheathless », dans lagu@ledpillaire de séparation est directement
connecté a une interface nanoelectrospi®y, (ii) l'interface a jonction liquide, composée
d'un petit compartiment contenant du liquide, petam la jonction entre le capillaire de
séparation et l'aiguille d’interface a électronésation et (iii) I'interface a liquide additionnel
coaxial, consistant en la jonction a I'extrémité capillaire de séparation avec un autre
capillaire a travers lequel arrive un écoulememistant en liquide additionnel. Cette derniere

interface est, a ce jour, la plus fréequemmentsédtdipour les couplages CE/ESI-MS.

L'une des principales difficultés du couplage d&ektrophorese capillaire avec la
spectrométrie de masse réside dans le maintieromhaat €lectrique aux bornes du systeme
d'électrophorése, afin d'assurer la séparationtréfgorétique d’'une part, mais aussi au
niveau du spectrométre de masse pour assurercéieffé d’ionisation/désorption dans la
source et donc permettre l'obtention d'une bonnesibdité de détection. Dans la
configuration d'un couplage CE/MS, la sortie duiltajpe de séparation doit étre connectée a
la source MS et le réservoir d’électrolyte, hallareent utilisé en sortie en configuration
CE-UV, est retiré. L'interface CE/MS doit alors peattre d'appliquer une tension a la sortie
du capillaire. La seconde difficulté concerne l#édéence entre les débits de liquide provenant
de I'électrophorese (de I'ordre d’'une centaine bénin) et celui d’'un spray de nébulisation
classique (de I'ordre du pL/min). Afin de pallierscdifficultés un liquide additionnel est alors

délivré par l'interface : il permet de réaliseictntact électrique a I'extrémité de la sortie du
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capillaire d’électrophorése d’'une part, de palles faibles débits d’électrophorese et de
permettre I'obtention un spray d’électronébulisatsuffisant et stable d’autre part. Dans une
interface a électronébulisation, un gaz nébulisstt utilisé afin d’aider la formation des
petites gouttelettes et de permettre de fournispnay stable. La pression du gaz nébulisant
devra étre fixée a une valeur optimale afin de mélp® a un compromis entre la sensibilité et
la stabilité du spray. Un gaz séchant est introduientrée du capillaire de transfert pour
compléter le transfert des analytes en phase gazeus

Lors de quelques études pour I'analyse de divgrestyde composés par couplage
CE/ESI-MS avec une interface a liquide additionc@xial, I'influence des paramétres de
l'interface (débits de liquide additionnel, de gachant, de gaz nébulisant, température de
gaz séchant, position du capillaire dans l'intezfac), sur la sensibilité de détection, a entre
autres été etudiée et ces parametres optimisg®td principalement constaté que la pression
du gaz nébulisant était un parametre a ne pasgegghyant une influence significative sur
les temps de migration des analytes, la sensibiéitdétection et la résolution de la séparation.
[17-21]. Une perturbation du systeme électrophorétigue aa@nstatée lors de 'augmentation
du débit de gaz nébulisant. Celle-ci a conduit & tEmps d’analyses plus courts, un
elargissement de pics et donc une baisse de Beffic de séparation, et une moins bonne
résolution des composés. Ceci a été expliqgué pdaileque le débit du gaz nébulisant,
arrivant de maniere coaxiale, produisait un effetsdiccion a I'extrémité de la sortie du
capillaire d’électrophorese, engendrant un fluxrbggnamique laminaire additionnel au sein
du capillaire de séparation. Il a également ét&taw@d que ce phénomene était d’autant plus
accentué que le diamétre du capillaire était plad@[17] et sa longueur plus faible. Par
ailleurs, 'augmentation de la pression du gaz hsdt permettait d’améliorer la sensibilité
de détection en MS, car celle-ci est bénéfique pewrocessus d’électronébulisation. Elle
favorise le passage des composeés de I'état liquitiétat gazeux, par la formation de plus
petites gouttelettes dans le spray d’électronéditis [22]. || a été également décrit dans la
littérature, que durant I'étape d'injection des pa®és, une quantité d’'air était susceptible de
pénétrer a I'intérieur du capillaire de séparatidm,a I'effet de succion, pouvant conduire a
une instabilité du courant d’électrophorése et doexturber la séparation électrophorétique
[23]. Une étude plus approfondie sur cet effet de suca été effectuée sur deux types
d’interface, présentant des géométries différefék Il a principalement été constaté que ce
phénomeéne était engendré par le débit du gaz isé@btlimais également que le diametre
externe du capillaire pouvait avoir une influenogortante. En ce qui concerneliguide

additionnel,[20, 25]il a été constaté que I'abondance des pics dimiotsgue le débit du
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liquide additionnel augmente. Cette baisse de biibsia été expliqguée comme étant due a un
effet de dilution, résultant du mélange entre kesxdfluides (liquide additionnel et électrolyte
de séparation) a l'aiguille d'interface. Il a égaknt été constaté qu’aux faibles débits de
liquide additionnel, le spray d’électronébulisatigitait plus tres stable.

Beaucoup d'auteurs notent également l'importanceumea du positionnement de
I'extrémité du capillaire d ‘électrophorése au rivede l'interface par rapport a I'arrivée du
liquide additionnel. La réponse du signal et ld#ité optimale du systeme ont été obtenues
lorsque le capillaire de séparation dépassait @5-0,3 mm par rapport au capillaire
d’introduction du liquide additionng¢26-31].

Dans le cadre de la compréhension des mécanisme®mijeu dans le systeme
d’interfacage par électronébulisation entre I'éleghorése capillaire et la spectrométrie de
masse, Nous nous sommes intéresses a ces deuxngm&sonhérents au couplage, I'effet de
succion et I'effet de dilution, qui n'avaient pae étudiés de fagon systématique jusqu’alors.
Dans une étude réalisée par notre groupe (voir i@halhl), les données expérimentales
avaient montré que l'effet de succion ne sembkst &re uniquement généré par le débit de
gaz nébulisant, mais également par le débit dediégadditionnel coaxial et probablement par
d'autres parameétres comme la température et liggodu capillaire au niveau de l'interface.
Dans la premiére partie de ce chapitre, nous présers une étude plus approfondie sur ce
phénomene. Nous étudierons systématiquement I|déretifs parametres intervenant a
I'interface, c'est-a-dire la position du capillail@ température et le débit du gaz séchant, la
pression du gaz nébulisant, le débit du liquide itemthel, ainsi que les débits
électroosmotiques et hydrodynamiques dans le aapilde séparation. Les résultats seront
discutés en termes de débits dans les trois cagdlaoncentriques de linterface ESI a
jonction liquide coaxiale.

Dans la seconde partie du chapitre, I'étude seectrara sur l'effet de dilution
résultant du mélangeage des trois fluides au nidmdaiguille d’interface ESI (liquide
additionnel, gaz nébulisant et électrolyte de sapar), et par conséquent de l'effet de
succion aussi. Cet effet de dilution, brievemertena20, 25] peut avoir des conséquences
importantes sur la sensibilité de détection en laggCE/ESI-MS.

75



B- Article : Partie |

A new insight into suction and dilution effects incapillary
electrophoresis coupled to mass spectrometsya an

electrospray ionization interface. Part |- Suctioneffect

Meriem Mokadderh Pierre Garet|, Jamel-Eddine BelgaiédAnne Varennk
Electrophoresi008 29,1957-1964

! Laboratory of Electrochemistry and Analytical Chemj, UMR 7575 CNRS-ENSCP-Paris
6, Paris, France
ZLaboratory of Analytical Chemistry and Electrochstnyj, (04UR12-01) INSAT, B.P. 676,

Tunis, Tunisie

Keywords: Drying gas / Electroosmotic flow velocity / Hydrasymic flow velocity /
nebulizing gas / Sheath liquid

Non-standard abbreviations: BA benzoic acid,DG, drying gas;FA, formamide; NG,

nebulizing gasSL, sheath liquid

76



Abstract

The hyphenation of CE with MS is nowadays accemsda powerful analytical
approach. Employing ESI, the most common interfagsee challenge is to provide
guantitative information, which is quite a difficuask, as it is linked, among other factors, to
suction and dilution effects. In the coaxial EShfiguration, the suction effect has been
presented in literature as stemming from nebulizgag (NG) flow rate and drying gas
temperature. But as this interface consists inetto@ncentric capillaries, allowing for BGE,
sheath liquid (SL) and NG mixing, it is demonstdateerein that other parameters are also
involved in this suction effect: the CE capillamopusion from the interface needle, SL flow
rate, and overall BGE flow rate and velocity pmfiwhereas NG flow rate is the parameter
affecting suction to a greater extent, separat@millary protruding length, SL, and overall
BGE flow rate have a significant additional impact this phenomenon. It is shown that SL
flow rate can affect suction differently accorditmgthe NG velocity, which may be explained
by modification of the Taylor cone geometry. Furthere, it appears that suction effect is
noticeably favoured by a parabolic velocity profdéthe BGE, again probably due to the
Taylor cone shape modification. Finally, the tenapere gradient created by the contact

between the heated NG and the separation capdfdrgnces this effect.
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1- Introduction

The hyphenation of CE with MS (CE-MS) is nowadagsepted as a multidimensional
analytical approach, complementary and/or competitio classical MS-hyphenated
separation techniques, and emerging as an essamnidytical tool in the fields of life,
environmental and forensic sciences. CE-MS combinesadvantage of both techniques so
that qualitative (migration times) and quantitatipeak areas) information, in combination
with molecular masses and/or fragmentation patteamsbe obtained in a single run. On one
side, CE is a very attractive separation methoduee of its low sample consumption, short
analysis time, high separation efficiency, easepsration and automation, and that it is free
of stationary phase, which is adequate for intevacitudies. On the other side, MS is a well
established universal detection technique allownog only the detection of virtually any
analyte, but also providing structural informatimn unequivocal analyte identification. The
combination of CE to MS detection dates back to tecades, when Smith and coworkers
introduced the first working interface [1-3]. Thedrface module must provide robustness,
stability, sensitivity and maintain separation @éncy. Various CE-MS interfaces for several
types of ionization sources have been developed;:SI [4], atmospheric pressure chemical
ionization [5], atmospheric pressure photochemiorlzation [6], MALDI [7], inductively
coupled plasma [8] and FAB [9] ionizations. ESlyeleped by Dolest al [10] and Fenret
al. [11], serves as the most common interface as tih@ssoftest ionization technique. It is
considered as the ideal technique for on-line faténg of CE to MS, because it facilitates the
transfer of analytes from the liquid phase of CEtlite gas phase of MS, producing ions
directly from liquids at atmospheric pressure, witiygh sensitivity for a wide range of
analytes. ESI allows the detection of large molacspecies: by generating ions with multiple
charges, even species with high will fall within the limited mass-to-charge rataetection
range of most MS analyzers. Three ESI interfacégdsshave been developed in the last 20
years for coupling CE with MS [4, 12-14], (i) tHeeathless interface, wherein the separation
capillary is connected directly to a nanoelectragpemitter [15], (i) the liquid junction
interface, made of a small liquid-filled gap betwethe separation capillary and an ESI
emitter and (iii) the coaxial sheath flow interfa@®nsisting in enclosing the end of the
separation capillary with another capillary throughich flows a constant supply of sheath

liquid ; the latter interface being to date the tfosquently used coupling device.
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One of the main issues for coupling CE to MS cdasis maintaining a continuous
electric contact for both the electrophoretic systgroviding separation, and the mass
spectrometer for efficient ionization in the souss®l thus detection sensitivity. In CE-MS,
the outlet of the separation capillary has to beneated to the MS ion source and obviously,
no outlet buffer vial can be used. A CE-MS inteeabould provide a means to apply voltage
to the capillary outlet. The second main issue eamthe flow rate adjustment between CE
(in the hundred nL/min range) and the classicahygs (in the mL/min range), that can be
performed through an additional liquid (sheath iiiqSL)) provided by the interface.
Alternatively, a miniaturized ESI interfacing systeshould be used. Other main problems
concerning this hyphenation are to provide APletsure adequate acquisition and scan
speeds and to allow solvent/chemical consistemcgnl ESI interface, a nebulizing gas (NG)
is used to assist droplet formation and to obtaistable spray and a drying gas (DG) is
introduced at the entrance of the transfer capiltarcomplete analyte transfer into the gas
phase. The NG pressure should meet a compromisedrtsensitivity and spray stability.
Elevated flow rates of NG are known to cause a dggmamic flow inside the separation
capillary due to a suction effect at the capilldify [16—19]. This phenomenon has been
described as depending mainly from the NG flow eaté DG temperature [20].

In a previous study from our group on the setupftdctive strategies for single-run
analysis of cationic, anionic and polyanionic commpds by CE-ESI-MS using the coaxial
interface [21], the experimental data showed that suction effect did not seem to be
governed only by the NG flow, but also by the cah8L flow and hypothetically by other
parameters such as temperature and capillary positi the interface. In this paper, we
present a deeper study into this phenomenon. Weersgsically investigated the various
parameters involved in the interface, capillary position, DG temperature, NG and DG flow
rates, and electroosmotic and hydrodynamic floesanside the separation capillary. The
results were discussed in terms of respective flatgs in the three concentric capillaries
designing the coaxial SL interface.
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2- Materials and methods

2.1 Chemicals

Ammonium formate, benzoic acid (BA), triethylaminand formamide (FA) were
purchased from Sigma-Aldrich-Fluka (Saint-Quentilld&vier, France), sodium hydroxide
and HPLC quality methanol from Prolabo (FontenayssBois, France) and ammonia from
Merck (Darmstadt, Germany). The analyte solutioesewprepared by dissolving BA at a
concentration ota.5 mM in water. Deionized water was obtained fromAdpha-Q system
(Millipore, Saint-Quentin-en-Yvelines, France). TH&GE was composed of 30 mM
ammonium formate and 142.5 mM ammonia, pH 10.0i¢istrength, 30 mM). Electrolytes
were filtered through 0.2 mm PVDF membrane filtéeall Life Sciences, MI,USA) before

use.

2.2 CE-UV experiments

CE was performed with an BRCE instrument (Agilent Technologies, Massy, France)
equipped with a UV absorbance DAD. Separations weabzed in 50 pm id (360 pm od) x
100 cm (20 cm effective length) bare fused siliegilkaries (Photonlines, Marly-le-Roi,
France). Formamide (0.1% v/v in the BGE) was usedeutral marker to determine EOF.
Analytes were hydrodynamically injected (5 kPa) 2rsd separation voltage was varied from
5 to 30 kV in positive polarity, according to exipeents. New capillaries were conditioned
by successive flushes with 1 M and 0.1 M NaOH duaah twith water under a pressure of 93.5
kPa for 15 min each. The temperature in the capilleassette was set at 25°C. The
acquisition rate was 10 points/s. Analytes wereected by UV absorbance at 200 nm.
Between runs, capillaries were rinsed with the BGE3 min. Capillaries were rinsed with

water and dried by air when not in use.
2.3 MS detection
An Agilent Series 1100 MSD single quadrupole magsecsometer (Agilent

Technologies) equipped with an orthogonal ESI seweas used in the negative ionization

mode. Nitrogen was used as NG at a temperaturd@TCL (pressure in the 0 to 100 kPa
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range) and as DG at 300°C (flow rate in the O tdr8in range). Optimized ESI voltage was
3500 V. Skimmer voltage was 10 V. Peak width anelttume were set to 0.3 min and 880
ms, respectively. CE-MS coupling was carried ouhgiss SL coaxial ESI interface (Agilent
Technologies).MS detection of the compounds by ctlir@jection was performed by

continuously flushing the sample from the sepamatiapillary to the MS detector under
pressurevia the ESI interface. The SL (50:50 v/v MeOH@Imixture containing 0.01% v/v

triethylamine) was delivered by an Agilent 1100e®isocratic HPLC pump (flow rate in the

0 —10 pL/min range).

2.4 CE-MS experiments

The MS conditions were those described in Sectidh ZE-MS experiments were
realized in 50 mm id (360 mm od) x 100 cm (20 chedive length to UV detector and 100
cm effective length to MS detector) bare fused:ailcapillaries (Photonlines). Glucose (5
mM in water) and FA (0.1%v/v in the glucose solajiavere used as neutral markers to
determine EOF in MS and UV detection, respectivdifaen necessary, a pressure (1 — 5 kPa)

was continuously applied at the inlet of the sefpameacapillary during CE-MS separations.

3- Results and discussion

Coaxial sheath flow interface is to date the masguently used coupling device,
employing three concentric capillaries [22—24] (Fiyy The innermost capillary, used for the
electrophoretic separation is inserted into theoapheric region of the ESI source and is
surrounded by a metal tube of a larger diameter @oaxial arrangement, through which the
SL is introduced and mixes with the BGE directly timée Taylor cone [25-27]. This
arrangement is surrounded by a third tube throulgictwthe NG is pumped, which assists in
spray formation [28] and scavenges free electronmrévent corona discharge [20, 29]. The
major processes involved in electrospray [30, 3&](8 the production of charged droplets at
the electrospray tip, (ii) the shrinkage of the rgea droplet by solvent evaporation and
disintegration of the drops resulting from the tygtharged droplets, and (iii) the formation
of the gas-phase ions that can be described bgrditl ion evaporation model or the charge

residue model, these latter mechanisms still b#agubject of many discussions [32, 33].
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When performing separations using CE-ESI-MS hyptienaia a coaxial SL interface,
the overall hydrodynamic velocity of the fluid ihet CE capillaryvhyaro, Can be described
according to Eq. (1):

Vhydro = Veo + Vyp * Vsuction (1)
wherevg, is the electroosmotic velocity due to voltage agaion,v,p is the velocity resulting
from possible additional application of a pressair¢he inlet of the separation capillary, and
Vsuction the velocity due to the suction effect. The apparelocity of a charged analyte is

then:

Vapp = Vep + Vhydro (2)
wherevep is the analyte electrophoretic velocity. For noe origin of the suction effect has
been mainly associated to the DG temperature amdNth flow rate, and this results in a
parabolic flow profile which lowered separationi@gncy [20]. In a previous study, we
evidenced that other parameters influenced thisqgenon as well [21]. As the parameters
involved in such a hyphenation are numerous (capilposition in the interface needle, DG
flow rate and temperature, NG and SL flow ratesFE®@Ilocity) and act at different positions
of the coupling, they must be studied independeatig/or in combination to estimate their
impact on the suction effect. Figure 1 represerdmgram of the interface module where the
action of the parameters previously describeddaliped. This study was performed with BA
as charged analyte, FA as neutral marker for Ud®n and glucose as neutral marker for
MS detection in negative mode. SL was composed 60:&0 v/v MeOH-HO mixture
containing 0.01% v/v triethylamine to complete s&mpnization. In this configuration, no
moving boundary of triethylammonium ion should acdecause (i) triethylamine was
scarcely protonated in the mixture and (ii) trigémymonium ion could not migrate to the
positive capillary inlet [34]. Results were idelievhatever the mixture proportion within the
20:80 to 80:20 v/iv MeOH:d range. It was firstly verified thahydro values, determined as
the apparent velocity of the neutral markers un@&-MS arrangement, were always
identical, whether the detection was performed Mydt)20 cm from capillary inlet or by MS
at 100 cm from capillary inlet (results not showmhich confirms the absence of any
additional extra-column residence time originatimgm the interface and points to the
constancy of the overall hydrodynamic velocity otiere. Furthermore it was verified that
skimmer voltage did not influenadnydro, whereas an increase in ESI voltage from 1600
4000 V led to a slight but significant increasevip, by about 5% (for a NG pressure of 55
kPa, a SL flow rate of 6 pL/min and a separatiotage of 30 kV). The study was focused on
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the position of the separation capillary at theifsice outlet, DG temperature and flow rate,
and the flow rates of the three fluids emergingrirthe interface needlége. NG, SL and
BGE.

3.1 Capillary position at the interface outlet

The protrusion of the CE capillary from the SL tB€y. 1) has serious consequences
on the spray performances [35 — 39, spray stability and ionization efficiency or yiek it
influences the mixing quality between SL and BGEe &ignal intensity was studied as a
function of the protruding length (distance frone 8L tube (a-value, see Fig. 1), in the 0.1 to
0.4 mm range) which was sat a micrometric screw and modified randomly. Analytesse
either infused continuously under pressure intoMigeinstrumentia the separation capillary
or introduced hydrodynamically into the separatmapillary as a short plug. The signal
intensity goes past a sharp maximum for a protgiténgth of 0.25 + 0.05 mm from the SL
tube (with NG pressure set at 55 kPa and SL flaeraa6 pL/min), leading up to a repeatable
(n = 10) three-fold increase in ion abundance, as emetpwith other lengths, and repeatable
vhydro values, as previously reported in literatdi@. As far as suction effect is concerned,
it appeared thathydro decreased by about 20% when the protrudimgtteincreased from O
to 0.4 mm, this trend being in accordance withrditere [20]. A hypothesis to explain this
tendency can be that, in the configuration of arprbng length different from zero, SL and
NG merge before the contact with the BGE is redliZEhis could induce an anticipated
partial evaporation of SL, leading to a lower fisdl flow rate when entering the Taylor cone,
thus inducing a lower suction effect. Furthermane,anticipated SL heating could occur in
this configuration, that could lead to an increasaization/desorption efficiency. Eventually,
the capillary position should be optimized accogdito several criteria: spray stability,
sensitivity and suction effect. Subsequently, thpiltary position in the electrospray needle
was optimized for each series of analyses.
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Figure 1. Schematic presentation of the ionization sourcéhércase of the coaxial sheath
flow ESI interface (A) Interface needle comprising three concerttrlzes, the innermost one
being the separation capillary, surrounded by s firetal tube where the SL flows and by a
second one for NG. (B) Transfer capillary for MStte¢ inlet of which DG flows. “a” is the
protrusion length of the CE capillary tip from t&é tube.

3.2 DG temperature and flow rate

When introducing a short plug of BA under an electield and for a constant DG
temperature (300°C), the BA peak intensity and ama its corresponding migration time
were constant for a DG flow rate in the range 2A48ih. At a DG flow rate of 1 L/min, the
peak intensity was twice lower, but the migratiame& remained unchanged, whereas no
signal appeared when no DG flow was applied. Tidscates that the presence of a DG is
essential to complete nebulization, but its flokerhas no influence on the suction effect, as
already observed in the literature [20]. Upon sgtthe DG flow rate at 7 L/min, a MS signal
appeared only when DG temperature was higher tB8AC, in the conditions of this study
(BGE, analytes, SL flow rate, 6 mL/min and NG ptees 55 kPa). This limit likely depends
on the analyte nature and on BGE and SL compositidfhen varying the DG temperature
and monitoring UV detection in the 100 to 350°Cgaand MS detection in the 200-350°C
range, a slight linear increase \igdro andvep appeared as a function of temperature (9 and
6%, respectively, in the 100-350°C range), witheardase in efficiency (about 30%). This
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emphasizes that DG temperature has a slight impactuction effect and electrophoretic
migration as well, both phenomena may be caused thgcrease in viscosity, induced by a
slight temperature gradient within the separatiapiltary, although the temperature source

corresponding to the DG was not in direct contath the capillary extremity.
3.3 Fluids intervening at the interface: NG and SL

The apparatus used in this study did not allowaxythe NG temperature, which was
fixed at 100°C. Keeping the SL flow rate at a canswvalue (6 pL/min), the NG pressure was
varied between 30 and 100 kPa. Below a pressuB® &fPa, nebulization was not effective
and above a pressure of 100 kPa, noise becamesesedsigure 2 shows a linear increase in
Vhydro 8&NdVapp DY about 30% on increasing the NG pressure froto3MO0 kPa, followed by a
levelling-off or even perhaps a slight decreasevald®0O kPa. Over the whole NG pressure

range Vep (determined as the difference betweg andviyaro) turned out to be constant.
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Figure 2. Influence of NG pressure on hydrodynamic (A) andaspnt (B) velocities, under
electrophoretic separation conditio3E conditions: bare fused-silica capillary, 50 jdx
100 cm length. BGE: 30 mM ammonium formate, 142.8 mmmonia, pH 10.0 (ionic
strength, 30 mM). Applied voltage, 30 kV. Cassdenperature, 25°C. Hydrodynamic
injection, 5 kPa, 2 s. MS conditions: sheath liqwdter-methanol (1:1, v/v) with 0.01% (v/v)
triethylamine; flow rate, 6 pL/min. Nebulizing gasitrogen (100°C, 27.6 to 103.4 kPa);
drying gas, nitrogen (350°C, 7 mL/min). Negatiemization mode. ESI voltage: 3500 V.
Skimmer voltage, 10V. Continuous lines are justi@eg for the eyes.

Then, keeping the NG pressure constant (55 kPa)Sthflow rate was varied from 3
to 10 pL/min, which was the domain for which elactrontact was maintained and spray was

stable. Figure 3 shows a slight increasenja., by about 10% anu,p, up to a flow rate of 9

85



mL/min, followed by a levelling-off or slight dease afterwards, whereag, remains

constant.
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Figure 3. Influence of SL flow rate on hydrodynamic (A) angparent (B) velocities, under
electrophoretic separation conditiol3E and MS conditions: see Fig. 2, except for Bl f
rate (3 to 10 pL/min) and NG pressure (55.1 kPanti@uous lines are just a guide for the
eyes.

So, it appears that the flow rates of both NG andh&l an influence on suction effect,
with a more pronounced impact for NG. Above a e¢enalue of both NG and SL flow rates,
the suction effect seems to decrease.

To go deeper into the understanding of this phemamecomplementary experiments were
performed. According to Eqg. (1)suction can be easily calculated vf, and v, are
determined. It was verified that the value fgs determined experimentally in the classical
CE arrangement by applying a pressure (1-5 kP#)eatapillary inlet (50 um id x 1 m,
cassette temperature, 25°C) in the absence ofaeparvoltage, SL, NG and DG flows, was
equal to the value calculated from the Hagen—Pulisdaw (using the viscosity value for
water at 25°C), allowing to use this law for funtlg> determinationsveo,was calculated from
the migration time of FA with the same capillarytire classical CE arrangemewtyqro was
also determined with the same capillary in the C&-dMrangement (with an SL flow rate of 6
pL/min and an NG pressure of 55 kPa). When varyirggvoltage value in the 5 to 30 kV
range,Veo (CE) Vhyaro (CE-MS), which confirmed the existence of the surcteffect. Viydro
(CE-MS) exhibits a linear variation in terms of tagle, with a slope higher than that of the
(CE) vs. voltage plot by about 15% (not shown) suggestirag the suction effect increased
with voltage. At this point it has to be reminddthtt a section ota. 8 cm length of the
separation capillary is sheathed by the NG at gpéeature of 100°C within the interface

needle. This should lead to a temperature gradiside the separation capillary, modifying
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electroosmotic and overall hydrodynamic flows. Tiesperature gradient may be dependent
on the respective values for electroosmotic, NG &hdelocities. To estimate this gradient,
experiments were performed with the same capikgher in CE or in CE-MS arrangements.
Figure 4 shows the variations @fq0 andvap, in the CE-MS arrangement, as compared with
the variations of/e, andvapp in the classical CE arrangement, according tot¢heperature

imposed in the capillary cassette.

g % ‘7&%/ B
15 -
£ 015 | ¢
o —
2 —— — D
> B

0.05 , ‘ ‘ ,

20 30 40 50 60

Temperature (°C)

Figure 4. Influence of capillary cassette temperature on dggnamic (A, B) and apparent
(C, D) velocities, under classical CE (A, C) and-ME (B, D) arrangementCE and MS
conditions: see Fig. 2 except for cassette tempexrgR5 to 60°C) and NG pressure (55.1
kPa). Equations for the least-squares regressrargst lines:veo (A): y = 0.003x + 0.1135
(R?* = 0.99) (in classical CE arrangemem)ro (B): y = 0.0011x + 0.187 (R= 0.99) (in CE-
MS arrangementNapp (C): y = 0.0004x + 0.103 20R= 0.99) (in classical CE arrangement)
and (D): y = 0.0012x + 0.0671 tR0.99) (in CE-MS arrangement).

It should be reminded that, with the apparatus egygal in this study, about 90% of
the capillary length was inserted in the cassettie classical CE arrangement, as compared
to only 45% (for a 1 m long capillary) in the CE-M8angement. The results indicate that at
ambient temperature (25°C), the overall hydrodymafiow velocity vhydro in the CE-MS
arrangement is higher thag, in CE arrangement, and corresponds to the sodéretsmotic
contribution (as measured in classical CE arrang&e a cassette temperature of 32°C.
This result demonstrates that at ambient tempeyatiive mean temperature inside the
separation capillary should not excess 32°C. AIBRAC, the tendency is reversed, as a larger
part of the capillary is thermostated in the clealsiCE arrangement than in CE-MS

arrangement. Thus, the flow rates of NG and SL playimportant part in the temperature
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gradient along the separation capillary, whichumtinfluences the overall hydrodynamic

velocity

3.4 Fluid emerging from the separation capillary

As the coaxial SL interface design implies threacemtric tubes and thus three fluids (NG,
SL and BGE), the overall hydrodynamic flow veloaoitiythe BGE should also be considered
as a possible parameter in this study. Apart frbm guction contribution, two parameters
influencing the overall hydrodynamic flow can beigd: voltage allowing for electroosmotic
contribution, and pressure at the capillary inldovang for the purely hydrodynamic
contribution. AsvsuctionCan be easily calculated when only pressure ifeabfve, = 0, Eq. 1),
this parameter was first considered. Accordinght® firevious results, the temperature in the
separation capillary can be estimated in the 25532hge. The hydrodynamic contribution
Vpp at 32°C was measured in the same way as for aeratype of 25°C and the results
obtained were again in agreement with the valudsuleded using the Hagen—Poiseuille
equation (with the viscosity value for water at B2°At constant NG and SL flow velocities,
the variation ofv,yaro @s a function of the pressure applied at the leapiinlet is presented in
Fig. 5 (curve A) and theg,p contribution is also displayed for the two limgitemperatures
(curves D and E). They,ciion cOntribution calculated from Eq. (1) was thenraated as being

comprised in the hatched domain delimitated by esi® and C.
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Figure 5. Influence of the pressure applied at the inleths separation capillary on the
overall hydrodynamic flow velocity (A, experimentaind flow velocity due to suction effect
(B and C, calculated from Eg.1) under CE-MS arramgigt Theoretical variation of,p at

25°C (D,y = 0.0089x) and 32°C (B, = 0.010%) according to Hagen-Poiseuille law. CE and
MS conditions: see Fig. 2 except for applied vadtdg kV), applied pressure at the inlet of
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the separation capillary (1 to 5 kPa) and NG pnes$65.1 kPa). Equations for the least-
squares regression straight linggar (A): y = 0.012& + 0.0367 R® = 0.99).Vsucion (25°C)
(B): y = 0.004% + 0.0367 R = 0.99).Vsucrion (32°C) (C):y = 0.002& + 0.0367 R = 0.99).

It appears that suction effect slightly increasés wressure, which demonstrates that
the suction effect should be identified as a phesmwon depending on the respective velocities
of the three fluids. When applying a 5 kPa pressréhe inlet of the separation capillary
(zero voltage) and a 6 pL/min SL flow, the sucteadfect increases almost linearly with NG

flow (Fig. 6,vap calculated at 32°C).
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Figure 6. Influence of NG pressure on overall hydrodynanowfvelocity (A, experimental)
and flow velocity due to suction effect (B, caldeldfrom Eqg.1 using,p at 32°C) under CE-
MS arrangement and pressure application at thé aflthe separation capillarE and MS
conditions: see Fig. 2 except for applied volta@&\{) and applied pressure at the inlet of the
separation capillary (5 kPa). Equations for thestiesguares regression straight lin@gro
(A): y = 0.000% + 0.0395 R = 0.99);Vsucion(B): y = 0.000% — 0.0113 R = 0.99).

On extrapolating this curve to zero NG flow, a zerwxtion velocity was obtained
within the range of experimental errors, which destmtes that the NG is an essential
parameter for suctiomg. SL cannot produce any suction without the presen®G.

In the same manner, the SL flow was varied (1-10nird) for different NG pressures
under constant applied pressure at the inlet os#paration capillary and in the absence of
voltage applied. Figure 7 indicates that for NGsptee lower than about 50 kPa, the flow
velocity due to suction effectisuction, remains almost independent of the SL flawe.

Above this value of pressure,iontends to decrease upon increasing SL flow rate.
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Figure 7. Influence of SL flow rate on the flow velocity due suction effect suction
calculated from Eq.1 under CE-MS arrangement aedspire application at the inlet of the
separation capillary, for different NG pressur@s): 96.5 kPa; (B): 55.1 kPa; (C): 34.1 kPa;
(D): 0 kPa. CE and MS conditions: see Fig. 2 exdeptapplied voltage (0 kV), applied
pressure at the inlet of the separation capillargfa), NG pressure (as specified above) and
SL flow rate (1 to 10 uL/min). Equations for thadé-squares regression straight lines: ¢A):

= -0.002% + 0.0941 R = 0.97); (B):y = -0.000& + 0.0516 B = 0.98); (C):y = 0.000x +
0.0179 R?= 0.96); (D):y = 9.10°x + 0.0055 & = 0.43).

Furthermore, this figure confirms that suction effencreases with NG flow rate.
However, the evolution of the curves for differedG pressures seems to indicate that
opposite phenomena took place according to theectisp velocities. It is worth noticing that
an SL flow rate around 6 pL/min, is about 20 tiregher than the BGE flow rate inside the
separation capillary. The two fluids (NG and SL)rgweg at the outlet of the separation
capillary lead to the formation of the Taylor comvehere electronebulization occurs. Its
geometry may depend on the respective velocitigbeofluids, influencing the suction effect
differently. Above a certain NG flow, the added fxiw may increase the cone angle (thus
shortening the cone length), producing a lower &ethe gas-liquid interface, and thus may
reduce the suction effect.

The influence of voltage and pressure applied atinket of the separation capillary
was then studied separately at constant NG (55 &R@)SL (6 pL/min) flow rates, and the
flow velocity due to suction effect was again cédted from Eq. (2) (Fig. 8). By applying a
pressure in the 1 to 5 kPa rangg; varies from 0.0089 to 0.044 cm/s (Fig. 8A), intioohg a
parabolic contribution to the velocity profile. Byplying a voltage in the 5 to 30 kV range,
Veo Varies from 0.03 to 0.20 cm/s, with an intrindigdlat profile (Fig. 8B). From these data,

it appears that for a given value @4, the suction effect is higher when a pressure is
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applied. These unexpected results may be expldipetifferences in the velocity profiles of
the fluid emerging from the separation capillarjiehr may have an impact on the width and
depth of the Taylor cone. A flatter profile may associated with a shorter Taylor cone,
which may again lower the suction effect. The samelution still occurred when both
pressure and voltage were applied (Fig. 8C): atstmae voltage, the addition of a pressure
increasedvsuction drastically, keeping in mind that suctidfee itself should enhance the
parabolic character of the velocity profile.
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Figure 8. Influence on the flow velocity due to suction effég,qion Calculated from Eq.1) of
the respective contributions of pressure and vel@gplications to the overall BGE velocity
under CE-MS arrangemer@E and MS conditions: see Fig. 2 except for N&sgure (55.1
kPa), and (A) applied pressure at the inlet ofdyearation capillary (1 to 5 kPa) and applied
voltage (0 kV) ; (B) applied pressure (0 kPa) apdli@d voltage (5 to 30 kV) and (C) applied
pressure (1 to 5 kPa) and applied voltage (30 Bduations for the least-squares regression
straight lines: vsuction: (Ay = 0.275% + 0.037 & = 0.98); (B)y = 0.1416& — 0.0013 R =
0.98); (C)y = 0.086% + 0.0557 R = 0.93).

4- Concluding remarks

A deeper study, into suction effect appearing witle coaxial sheath flow ESI
interface when coupling CE to MS was performed.sTéffect is not only dependent on the
NG flow rate and DG temperature, as previously dieed in literature, but also on the
capillary protrusion from the interface needle, &hd overall BGE flow. Suction effect
originates from the mixing of the three fluids imwed at the separation capillary outleg(
NG, SL and BGE), and depends on the respectivecitiel® of each of them. Whereas NG

flow rate is the parameter affecting suction toraater extent, SL flow rate, separation
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capillary protruding length and overall BGE flowMeaa significant additional impact on this
phenomenon. It is shown that SL flow rate can aféection differently according to the NG
velocity, which may be explained by modificationtbé& Taylor cone geometry. Suction effect
is also noticeably favoured by a parabolic velogtgfile of the BGE, which may equally

alter the shape of the Taylor cone.

92



5- References

[1] Olivares, J. A., Nguyen, N. T., Yonker, C. Bmith, R. D. Anal. Chem1987,59, 1230-
1232.

[2] Smith, R. D., Olivares, J. A., Nguyen, N. T.dééth, H. R.Anal. Chem1988,60, 436—
441.

[3] Smith, R. D., Barinaga, C. J., Udseth, H. ®al. Chem1988,60, 1948-1952.

[4] Smyth, W. F., Rodriguez, VJ, Chromatogr. £007,1159 159-174.

[5] Tanaka, Y., Otsuka, K., Terabe, $.Pharm. Biomed. Ana2003,30, 1889-1895.

[6] Mol, R., de Jong, G. J., Somsen, G.Blectrophoresif005,26, 146-154.

[7] Huck, C. W., Bakry, R., Huber, L. A., Bonn, &., Electrophoresi006,27, 2063-2074.
[8] Alvarez-Llamas, G., Fernandez de la Campa, M.S&anz-Medel, A.Trends Anal. Chem.
2005,24, 28-36.

[9] Moseley,M. A., Deterding, L. J., de Wit, J. 8., Tomer, K. B.et al, Anal. Chem1989,
61, 1577-1584.

[10] Mack, L. L., Kralik, P., Rhonde, A., Dole, Ml, Chem. Phyd.970,52, 4977.

[11] Whitehouse, C. M., Dreyer, R. N., Yamashita, Fenn, J. B.Anal. Chem1985,57,
675-679.

[12] Smyth, W. F.Electrophoresi005,26, 1334-1357.

[13] Lee, E. D., Muck, W., Henion, J. D., Covey,R.,J. Chromatogrl1988,458 313-321.
[14] Shamsi, S. A., Miller, B. EElectrophoresif£004,25, 3927 — 3961.

[15] Kirby, D. P., Thorne, J. M., Goétzinger, W. KKarger, B. L.,Anal. Chem.1996, 68,
4451-4457.

[16] Henion, J. D., Mordehai, A. V., Jianyi, @nal. Chem1994,66, 2103-2109.

[17] Varesio, E., Cherkaoui, S., Veuthey, J.1l.High Resolut. Chromatogt998,21, 653—
657.

[18] Nielen, M.,J. Chromatogr. AL995,712 269-284.

[19] Zheng, J., Jann, M. W., Hon, Y. Y., ShamsiAS.Electrophoresi004,25, 2033-2043.
[20] Huikko, K., Kotiaho, T., Kostiainen, RRapid Commun. Mass Spectrog02, 16,
1562-1568.

[21] Mokaddem, M., Varenne, A., Belgaied, J. E.ctba C., Gareil, P.Electrophoresis
2007,28, 3070-3077.

[22] Ding, J., Vouros, PAnal. Chem1999,71, 378A—385A.

93



[23] Tetler, L.W., Cooper, P. A., Powell, B.,Chromatogr. AL995,700, 21-26.

[24] Wetterhall, M., Nilsson, S., Markides, K. Bergquist, J.Anal. Chem2002,74, 239—
245,

[25] Cole, R. B.Electrospray lonization Mass Spectrometry — Fundatals, Intrumentation
and ApplicationsJohn Wiley and Sons, New York 1997.

[26] Ikonomou, M. G., Blades, A. T., Kebarle, Rnal. Chem1991,63, 1989-1998.

[27] Van Berkel, G. J., Zhou, FAnal. Chem1995,67, 2916—2023.

[28] Schmitt-Kopplin, P., Frommberger, MElectrophoresi®003,24, 3837-3867.

[29] Banks, J. F.Electrophoresid 997,18, 2255-2266.

[30] Schmitt-Kopplin, P., Frommberger, MElectrophoresif003,24, 3837-3867.

[31] Stutz, H. Electrophoresif005,26, 1254-1290.

[32] Constantopoulos, T. L., Jackson, G. S., ERke&;.,Anal. Chim. Act&000,406, 37-52.
[33] Labowsky, M., Fenn, J. B., de la Mora, J.Anal. Chim. Act&000,406, 105-118.

[34] Foret, F., Thompson, T. J., Vouros, P., KargerL. et al, Anal. Chem1994,66, 4450—
4458.

[35] Ohnesorge, J., Sdnger-van de Griend, C., \aki, Electrophoresi2005, 26, 2360—
2375.

[36] Geiser, L., Rudaz, S., Veuthey, J. Electrophoresi®003,24, 3049-3056.

[37] Nunez, O., Moyano, E., Galceran, M. J..Chromatogr. 002,974, 243-255.

[38] Sanz-Nebot, V., Benavente, F., Balaguer, ErpBsa, JElectrophoresi®003,24, 883—
891.

[39] Nilsson, S. L., Bylund, D., Jornten-Karlssoll., Petersson, P., Markides, K. E.,
Electrophoresif004,25, 2100-2107.

[40] Mol, R., Servais, A. C., Fillet, M., Crommeh,et al, J. Chromatogr. £2007,1159 51—
57.

94



C- Article : Partie Il

A new insight into suction and dilution effects incapillary
electrophoresis coupled to mass spectrometsya an

electrospray ionization interface._Part |l- Dilution effect

Meriem Mokadderh Pierre Garet|, Jamel-Eddine BelgaiédAnne Varennk
Electrophoresigsoumis)

! Laboratory of Electrochemistry and Analytical Chemj, UMR 7575 CNRS-ENSCP-Paris
6, Paris, France
ZLaboratory of Analytical Chemistry and Electrochstnyj, (04UR12-01) INSAT, B.P. 676,

Tunisie, France

Keywords: nebulizing gas, sheath liquid, dilution factor, idgygas, Taylor cone geometry

Non-standard abbreviations DG: drying gasNG: nebulizing gasSL: sheath liquid.

95



Abstract

The hyphenation of capillary electrophoresis (CHhwnass spectrometry (MS) is
nowadays accepted as a powerful analytical apprdesfar as electrospray ionization (ESI),
the most common interface, is concerned, one cigdles to provide the most sensitive as
well as quantitative information, which is quiteddficult task, as it is linked, among other
factors, to suction and dilution effects. In thexial ESI configuration, it has been previously
demonstrated that suction effect depends on margmers inherent to the ESI interface
geometry, the prevailing ones being the CE capilpaptrusion from the interface needle, the
sheath liquid (SL) and the overall BGE flow ratesl aelocity profile. In this paper, dilution
effect is studied, as the CE electrolyte is mixathvBL at the interface. Considering peak
intensity and efficiency, this effect was studiedaafunction of the various parameters of the
interface (capillary protrusion from the SL tubepnlizing gas (NG), SL and CE electrolyte
flow rates) or of the source (skimmer and ESI g drying gas (DG) flow rate and
temperature). It appears that the dilution effesénss slightly lower than what can be
anticipated from the proportions of the liquid floates. This study also indicates that suction
effect has to be considered first to better understthe dilution phenomenon, as suction

effect leads to an increase in peak intensity, fieedodilution effect appears.
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1- Introduction

The hyphenation of capillary electrophoresis (CEHhwnass spectrometry (MS) (CEMS)
is nowadays accepted as a multidimensional analyipproach, complementary and / or
competitive to chromatographic MS-hyphenated seéjpardechniques, and emerging as an
essential analytical tool in the fields of life,vm@nmental and forensic sciences. CE-MS
combines the advantage of both techniques so thatitafive (migration times) and
guantitative (peak areas) information, in combwmatiwith molecular masses and/or
fragmentation patterns can be obtained in a singte On one side, CE is a very attractive
separation method because of its low sample consompshort analysis time, high
separation efficiency, ease of operation and auiomaand that it is free of stationary phase,
which is adequate for interaction studies. On tiveroside, MS is a well established universal
detection technique allowing not only the detectioh virtually any analyte, but also
providing structural information for unequivocaladyte identification. The combination of
CE to MS detection dates back to two decades, vmith and coworkers introduced the
first operating interface [1-3]. The interface dmvimust provide robustness, stability,
sensitivity and maintain separation efficiency. \das CE-MS interfaces for several types of
ionization sources have been developed, namelytre$gpray ionization (ESI) [4],
atmospheric pressure chemical ionization (APCI) Egmospheric pressure photochemical
ionization (APPI) [6,7] matrix-assisted laser-dggmn ionization (MALDI) [8], inductively
coupled plasma (ICP) [9] and fast-atom bombardr{feAB) [10] ionizations. ESI, developed
by Dole et al [11] and Fenn et al [12] serves asrniost common interface as it is the softest
ionization technique. It is considered as the ideahnique for on-line interfacing of CE to
MS, because it facilitates the transfer of analytem the liquid phase of the CE to the gas
phase of the MS, producing ions directly from lagiiat atmospheric pressure, with high
abundance for a wide range of analytes. ESI allthwesdetection of high molecular mass
species: by generating ions with multiple charge®n species with highir will fall within
the limitedm/zdetection range of most MS analyzers. Three E8Hate designs have been
developed in the last 20 years for coupling CE With [13-15]: (1) the sheathless interface,
wherein the separation capillary is connected tyelm an electrospray emitter, (2) the
liquid-junction interface, made of a small liquitldd gap between the separation capillary
and an ESI emitter and (3) the triple coaxial dhdlatv interface, consisting in enclosing the

end of the separation capillary with another capylithrough which flows a constant supply
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of sheath liquid. Coaxial sheath flow interfaceiasdate the most frequently used coupling
device, employing three concentric capillaries [Bg-

In a previous study [20], a deeper insight intotsun effect appearing with the coaxial
sheath flow ESI interface when coupling CE to MSswarovided. This effect was
demonstrated to be dependent on capillary protnuimam the interface needle, drying gas
temperature, temperature gradient created by tinéacbbetween the heated NG and the
separation capillary inside the interface needt& aebulizing gas, sheath liquid and BGE
flow rates. Suction effect originates from the mgxiof the three fluids involved at the
separation capillary outlet (i.e. nebulizing gakeah liquid and separation BGE), and
depends on (1) the respective velocities of eactheh and (2) the velocity profile of the
BGE (either flat or parabolic, according to whetbeparation voltage or pressure is applied,
respectively), that could modify the Taylor con@getry. In this paper, the study is focused
on the dilution effect resulting from the mixing thie three fluids at the ESI interface needle
and consequently from the suction effect as wdlls Bffect, that has been briefly noted [21]
can have major consequences on detection sensiiv@E-ESI-MS configuration.

2- Materials and methods

2.1 Chemicals

Ammonium formate, benzoic acid (BA), triethylaminend formamide were
purchased from Sigma-Aldrich-Fluka (Saint-Quentild&vier, France), sodium hydroxide
and HPLC-grade methanol from Prolabo (Fontenay-8mis, France) and ammonia from
Merck (Darmstadt, Germany). The analyte solutioesewprepared by dissolving benzoic acid
at a concentration afa 5 mM in water. Deionized water was obtained fromAdpha-Q
system (Millipore, Saint- Quentin-en-Yvelines, Feeah The BGE was composed of 30 mM
ammonium formate and 142.5 mM ammonia, pH 10.0i¢istrength, 30 mM). Electrolytes
were filtered through 0.am PVDF membrane filters (Pall Life Sciences, MI,A)$efore

use.
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2.2 CE-UV experiments

CE was performed with an BIPCE instrument (Agilent Technologies, Massy,
France) equipped with a UV absorbance DAD. Sepmarativere realized in 50 um id (360
pm od) x 100 cm (20 cm effective length) bare fusdida capillaries (Photonlines, Marly-le-
Roi, France). Formamide (0.1% v/v in the BGE) wasdias neutral marker to determine
EOF. Analytes were hydrodynamically injected (5 kPa8) and separation voltage was varied
from 5 to 30 kV in positive polarity, according &xperiments. New capillaries were
conditioned by successive flushes with 1 M andN.NaOH and then with water under a
pressure of 93.5 kPa for 15 min each. The temperatuthe capillary cassette was set at
25°C. The acquisition rate was 10 points/s. Analytere detected by UV absorbance at 200
nm. Between runs, capillaries were rinsed with BG&E for 3 min. Capillaries were rinsed

with water and dried by air when not in use.

2.3 MS detection

An Agilent Series 1100 MSD single quadrupole mag®csometer (Agilent
Technologies, Massy, France) equipped with an gdhal ESI source was used in the
negative ionization mode. Nitrogen was used as N& t@mperature of 100°C (pressure in
the 0 to 100 kPa range) and as DG at 300°C (flaer rathe O to 8 L.min-1 range). ESI
voltage was varied in the 1500 to 4000 V rangem@keér voltage was in the 10 to 150 V
range. Peak width and dwell time were set to 0.8 amd 880 ms, respectively. BA was
detected in single ion monitoring (SIM) mode at m21.3. The sheath liquid (50:50 v/v
MeOH-H,O mixture containing 0.01% v/v triethylamine) waalidered by an Agilent 1100

series isocratic HPLC pump (flow rate in the 0 440min-1 range).

2.4 CE-MS experiments

The MS conditions were those described in SectiBn@E-MS coupling was carried
out using a SL coaxial ESI interface (Agilent Teclugies). CE-MS experiments were
realized in 50 pm id (360 pm od) x 100 cm (20 cfective length to UV detector and 100
cm effective length to MS detector) bare fused:ailcapillaries (Photonlines). Glucose (5
mM in water) and formamide (0.1% v/v in the gluceséution) were used as neutral markers

to determine EOF in MS and UV detection, respebtive
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3- Results and discussion

In the coaxial sheath flow ESI interface, the imnest capillary, used for the
electrophoretic separation is inserted into theoapheric region of the ESI source and is
surrounded by a metal tube of a larger diameter @oaxial arrangement, through which the
SL is introduced and mixes with the BGE directly timle Taylor cone [22-24]. This
arrangement is surrounded by a third tube throulgictwthe NG is pumped, which assists in
spray formation [25] and scavenges free electromsdvent corona discharge [26, 27]. In this
ESI interface configuration, a suction effect appdhat causes a hydrodynamic flow inside
the separation capillary in the direction of itgleu Suction effect originates from the mixing
of the three fluids involved at the separation kayi outlet (i.e. nebulizing gas, sheath liquid
and BGE). It was previously demonstrated that sdvparameters were involved, that
modulated this suction effect [20] : separationilay protruding length from the interface
needle, drying gas temperature, temperature gradierated by the contact between the
heated NG and the separation capillary insideritexface needle, and nebulizing gas, sheath
liquid and overall BGE flow rates. Whereas NG flmate is the parameter affecting suction to
a greater extent, SL and overall BGE flow rate haw&gnificant additional impact on this
phenomenon. According to the respective veloctifethe three fluids, a modification of the
Taylor cone geometry was supposed to occur, infimgnsuction effect. Suction effect is also
noticeably favored by a parabolic velocity profdéthe BGE, which may equally alter the
shape of the Taylor cone. Finally, the temperatpaglient created by the contact between the
heated NG and the separation capillary insiderttegface needle enhances this effect [20].

Another consequence of the mixing of the threedfiuat the ESI interface needle is the
sample dilution effect, as overall BGE flow ratddser (100 to 500 nL.mihrange) than SL
(1 to 5 pL.min* range). Furthermore, in the CE-ESI-MS coupling kEygd in this study, ESI
voltage is on during sampling (either hydrodynamicelectrokinetic injection). As suction
effect leads to a higher overall BGE flow rate titae one due to solely voltage and/or
pressure application at the separation capillarynplies that a higher quantity of sample is
injected compared to the quantity injected in a&silzal CE arrangement, the other conditions
being similar. As suction effect induces a parabd@GE flow profile, the separation
efficiency diminishes when suction effect increagashis context, the different parameters
that potentially act on suction effect were exardiagain to better understand their impact on

dilution. This study was performed with benzoicda@BA) as charged analyte, formamide
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(FA) as neutral marker for UV detection and gluc@SH as neutral marker for MS detection
in negative mode. Dilution effect was studied foydiodynamically injected BA, by
determining its UV and MS peak intensitiesy(nd lys, respectively) and efficiencies (X
and Nys, respectively). Each experiment was performed ethienes. Unless otherwise
specified, the separation and detection conditivaese as following: NG pressure set at 55
kPa, SL flow rate at 6 pL.mi and separation voltage at 30 kV. For each stuady,
comparison of the evolution of linear velocity dtee suction effect demonstrated in the
previous paper for various parameters [20] wasoperéd. The overall BGE flow rate was
calculated from FA velocity ; SL and NG flow rateere set by the software. The ratio
between \is and |y allows to eliminate the influence of suction amdig represents the
concentration modification after passing the irdeef due to dilution and
ionization/desorption effects. Thugsllyy was drawn as a function og&e/Fs., the overall
BGE flow rate to the SL flow rate ratio, that repeats the theoretical dilution factor. It has to
be noticed that the optimum experimental conditidescribed in this work are specific of the
chemical properties of the studied molecule (BAI, the observed trends can be expected for
all types of compounds analyzed by CE-ESI-MS. SfMcéra were used as it is possible to
achieve better precision and accuracy in ion-intgnseasurement compared to the scan
spectra [28]. Dilution effect was studied as a fimrc of the various parameters of the
interface (capillary protrusion from the SL tubeGNSL and CE electrolyte flow rates) or of

the source (skimmer and ESI voltages, DG flow aaig temperature).

3.1 Skimmer and ESI voltages:

In the 10 to 150 V skimmer voltage rangg; &nd Nyy remained quite stable, as skimmer
voltage does not influence suction effect [20]. & other handk presents a maximum at
75 V that can be explained by the fact that whmigreasing skimmer voltage, ionization in the
source is favored, whereas at higher values, fratgtien can also occur, inducing a loss of
sensitivity. This general evolution was alreadyadiéed by Huikko et al [29]. Ws presents a
slight minimum at 75 V. When ESI voltage was variesetween 1500 and 4000 Wyl
presents a very slight maximum at 3500 V (corredpanto an increase of around 5 %) along
with a quite stable {\,, which is in agreement with a slight increase gy by about 5 %
[20] Whereas no MS signal was detected for ESlagatlower than 1500V, a deep increase

in Iys occurred ¢a 13 times increase from 2000 to 4000 V), the genevalution of which
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being in accordance with literature [30-32] Thigpencrease evidences the strong influence
of ESI voltage on ionization/desorptiony§presents a maximum at 3000 V (value doubled
from 2000 to 3000 V), which indicates that suctiemot the single phenomenon influencing

efficiency.

3.2 Drying gas temperature and flow rate

In the 0 to 8 L.mift DG flow rate range,l, and N,y remained constant whereas |
drastically increased from 0 to 3 L.rifiand then stayed at a constant value. In effectas
previously shown that suction effect remained camstvhatever the DG flow rate [20],
which explains the constancy @f,/land N,,. As the drying gas is introduced at the entrance
of the transfer capillary to complete analyte tfansito the gas phase, increasing its flow rate
increases the ionization efficiency. Above 3 L.ithis effect seems to level-off. It has to be
noted that Ns presents a minimum for 3 L.mifn When varying the DG temperature from
100 to 350°C, it appears that/lincreases and §¥ decreases, which is consistent with the
increase in suction effect with this temperatur@].[Zoncerning s, no signal appears for a
temperature below 200°C, as described previoushovA 200°C, a deep increase jfs |
appears as compared tg with a maximum for 300°C, (whereamflpresents a minimum at
300°C). This tendency was already observed [33jeEislly, upon varying temperature from
250°C to 300°C, an increase in/Iby 8% and inys by 180% occurs, that can be mainly

explained by an increase in ionization efficiency.

3-3 Capillary position at the interface outlet

As for the protrusion of the CE capillary from t8& tube, the response signals were
studied as a function of the protruding length (V@lue), which was set via a micrometric
screw in the 0 to 0,4 mm range. As previously erela [20], an increase in protruding length
could induce an increased anticipated partial efajmm of SL, leading to both (1) a decrease
in suction effect (that could lead to a decreadgyrand lys) and (2) an increase in ionization
efficiency (inducing an increase img). lyy presents a non significative minimum at a
distance of 0.15 mm while ¥ does not significantly vary. On the other hang, presents a

maximum for a distance of 0.2 mm. The non monotsna@riation of ;s, which was already
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reported by Para et al [33], emphasizes the effefctsoth ionization/desorption efficiency,
which prevails fora values lower than 0.2 mm, and of suction effectictviprevails fora
values higher than 0.2 mm. Figure 1 representantigence of kee/Fs. on us/lyy ratio,
where ge/Fs. depends o value as indicated on the graph. A maximum appaiaas= 0.2
mm : below this value, ionization/desorption isrgasing with increasing value; above 0.2

mm and for increasing values, a perturbation of the Taylor cone can exjte diminution.

S0 7 0,2 mm
40
30

0,1 mm
0,00 mn

Imgluv

20

107 ¥ 0.3mm 0,05 mm

(0] T T T T T 1
0,038 0,040 0,042 0,044 0,046 0,048 0,050

FecEe/FsL

Figure 1. Variation of s/lyy_in terms of theoretical dilution factordges / Fs)) : influence of
capillary protruding length from the SL tube

CE conditions : bare-fused silica capillary, 50 jdm 100 cm. BGE : 30 mM ammonium
formate and 142,5 mM ammonia, pH 10.0 (ionic sttengd0 mM). Applied voltage, 30 kV.
Cassette temperature, 25°C. Hydrodynamic injecttokPa, 2s. MS conditions : SL, water-
methanol (1:1, v/v) with 0.01% (v/v) triethylaminépw rate, 6 pL.miff. NG, nitrogen
(100°C); pressure, 55 kPa. DG, nitrogen (350°CLimin™%). Negative ionization mode. ESI
voltage : 3500 V. Skimmer voltage, 10V. Continubnss are just a guide for the eyes.

3.4 Sheath liquid flow rate: dilution effect?

While keeping NG pressure to 55 kPa, Figure 2 ptssiie evolution ofyy and s
according to SL flow rate. An increase i l(curve A) appears when SL flow rate increases
up to 8 pL.mift, followed by a levelling-off. On the other hangsI(curve B) presents a
maximum at around 7 pL.min For s, a similar evolution was found by Bezy et al [34],
without discussion of a possible suction effectimyirinjection. Within the frame of this
study, Ly is only influenced by suction effect angslby both suction, ionization/desorption
efficiency and dilution effects. The increase imlp@tensity in the first part of both curves is
correlated to the increase in suction effect dermatesl previously [20]The diminution of
Ivs for the highest SL flow rates should mainly beribttted to dilution and
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ionization/desorption effects that only appear wittensample passes the ESI interfaeejn
the MS signal.
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Figure 2. Influence of SL flow rate on (A}, and Ny, and (B) s and Nus.
CE and MS conditions : see Fig. 1, except for Sftate (3 to 10 pL.mif).

The ratio betweenyk and Ly, that allows to eliminate the influence of suction
decreases when SL flow rate increases, indicahiag this dilution effect occurs at all SL
flow rates, even if its consequence is masked bstittion effect at the lowest SL flow rates.
When plotting lis/luy in terms of Bee/Fs,, representing the theoretical dilution factor,
(Figure 3), an almost linear increase for the ldvilgse/Fs. values appears (i.e. the highest SL
flow rates) followed by a levelling-off : the firshcreasing zone indicates the region where
dilution and ionization/desorption effects predoatenover suction effect. Furthermore, when
SL flow rate varies from 5 to 9 pL.minthe ratio between overall BGE flow rate and SL
flow rate (Fsce/Fsi) diminishes by 40 % whereagsllyy, which is influenced by both dilution
effect and ionization/desorption efficiency, andglexpected to decrease by more than 40%,
diminishes by only 34 %. This indicates that ddatieffect is not directly proportional to the
ratio of flow rates of the two fluids that mix ihg interface, i.e. BGE and SL. Dilution effect

seems to appear lower than expected.
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Figure 3. Variation of g/lyv_in terms of theoretical dilution factord&e / Fsi) : influence of
SL flow rate
CE and MS conditions: see Fig. 2.

Furthermore, Ny presents a minimum at 5 pL.iffirand Nys diminishes up to 6
uL.min® and levels off afterwards. As suction should irelacdecrease in efficiency due to
the generation of a parabolic flow profile, the xppected increase of N above 5 pL.mift
should be due to another phenomenon, such as [essibperature variation in the interface
when SL flow rate varies, leading to different sérgone profiles. As for P, its decrease
up to a flow rate of 6 pL.mihis explained by the increase in suction effecterehs it's
levelling off may be explained by a modificationtbé Taylor cone geometry for the highest
SL flow rates.

In the ESI configuration of this study, it appetrat dilution effect should occur at all
SL flow rates, but it is masked by suction effecthee lowest flow rates, and is not directly
proportional , at the highest flow rates, to thigrbetween the overall BGE and SL flow rates

emerging at the ESI interface.

3-5 Nebulizing gas flow rate:

Keeping the SL flow rate at a constant value (6mik?), the NG pressure was varied
between 30 and 100 kPay I(Figure 4A) presents a linear increase up to asore of 96 kPa

and then a slight decreasgs I(Figure 4B) presents a slight, followed by a séedpcrease

ending by a sharp maximum at around 97 kPa.
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Figure 4. Influence of NG pressure on (A)Mand Nyv_, and (B) s and Nys.
CE and MS conditions : see Fig. 1, except for N&spure (34 to 103 kPa).

The general evolution of both curves correspondtéanfluence of NG flow rate on
suction effect. The particularly drastic increasdyjs can be due to an additional increase in
ionization efficiency, while increasing NG flow eat

Figure 5 represents the influence @&FFs. on lys/lyy ratio, where gee/Fs. depends
on NG pressure as indicated on the graph. It appbat dilution effect does not only explain
Ims/luy variation: in the 30 to 60 kPa rangescEFs. increases by around 9 % whereas
Ims/luv is multiplied by a factor of 4 ; in the 60 to 9P& range, gce/Fs. increases by 15 %
whereasys/lyy is multiplied by a factor of 6. This tendency seamindicate that an increase
in NG flow rate does not much enhance dilution affdout mainly helps for a better

ionization/desorption efficiency.
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Figure 5. Variation of lus/lyy_as a function of theoretical dilution factorgfe / Fsi):
influence of NG pressure
CE and MS conditions : see Fig. 4.

4- Concluding remarks

A deeper study into dilution effect appearing witle coaxial sheath flow ESI interface
when coupling CE to MS was performed. This effeatlue to the mixing, at the interface, of
the BGE with the SL, in the presence of the NG, endlso related to the suction effect
already studied [20]. Dilution effect was studieat thydrodynamically injected BA, by
determining its UV peak intensityyl) and its MS peak intensityyd) in terms of various
parameters, and by correlating theig/lyy ratio to the theoretical dilution factor. In thrarme
of this study, v is only influenced by suction effect andssl by both suction,
ionization/desorption and dilution effects, leadittga ls/lyv ratio being independent of
suction effect. Concerning the interface paramdtaeatsare skimmer voltage, ESI voltage and
DG flow rate, L,y remains quite constant whatever their value, nmgathat suction effect is
hardly modified. On the other handsidrastically varies, indicating the strong influerafe
these parameters on ionization/desorption effigie@oncerning the forth external parameter,
DG temperature, both suction and ionization/desampeffects were evidenced. The dilution
effect was then studied for the parameters involethe interface, i.e. protrusion of the CE
capillary from the SL tube and SL and NG flow ratds for the protrusion of the CE
capillary from the SL tube, combined effects of amtement of ionization/desorption

efficiency and of diminution of suction effect wikeedlemonstrated. Concerning SL flow rate,
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suction and dilution appeared in the whole rangpeggnced, but dilution tends to
predominate over suction for the highest SL flotesaFurthermore, the actual dilution effect
is slightly lower than what can be anticipated frima Fsee/ Fsi ratio. On the other hand, an
increase in NG flow rate did not enhance dilutioffed, but helped for a better

ionization/desorption efficiency.
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D- Conclusion

Une étude approfondie de l'effet de succion appasait avec une interface ESI a
liquide additionnel coaxial dans un couplage étgtiorese capillaire — spectrométrie de
masse a été realisée. Cet effet est non seulemgendré par le débit de gaz nébulisant,
comme cela avait déja été décrit dans la littéeatonais également par d’autres parametres (la
position du capillaire au niveau de l'aiguille d@nface, les débits de liquide additionnel et
d’électrolyte de séparation de CE). Cet effet dzigun est généré par le mélangeage des trois
fluides de l'interface a la pointe du capillaireegt-a-dire gaz nébulisant, liquide additionnel
et électrolyte de séparation), et dépend des eessspectives de chacun d'eux. Il a été
démontré au cours de cette étude que le débit dundfaulisant était le parametre influant le
plus sur I'effet de succion. Cependant, le débiligigde additionnel, la position du capillaire
de séparation et le flux délectrolyte ont tout méme un impact, moins important, mais
significatif sur ce phénomene. Il a également étitontré que le débit de liquide
additionnel pouvait affecter différemment I'effeé duccion en fonction du débit de gaz
nébulisant, ce qui peut s'expliquer par la modificade la géométrie du céne de Taylor.
L’effet de succion semble étre également, sensiherfavorisé par un profil parabolique de
vitesse de I'électrolyte dans le capillaire d’éephorese, ce qui peut aussi engendrer une

modification de la forme du cne de Taylor.

Lors de la seconde partie, une étude approfonaiesfet de dilution a été réalisée.
Cet effet est di0 au mélange, a l'interface, erilectrolyte de séparation et le liquide
additionnel, & des débits sensiblement différegmisprésence de gaz nébulisant. Cet effet de
dilution a été étudié, lors d’injections hydrodyrigoes d’acide benzoique, en fonction de
différents parametres. L'intensité des pics enctiéte UV (lyy) a été déterminée, ainsi que
celle des pics en détection MQd), et le rapportps/luy a été corrélé en fonction du facteur
théorique de dilution. Dans le cadre de cette étlgeétait uniquement influencé par I'effet
de succion etps influencé a la fois par les effets de succion,ddetion et d’efficacité
d’ionisation/désorption. Le rappogid/luy a donc été calculé afin de s’affranchir de I'effet
succion. Concernant les parameéetres externes &riane, que sont les tensions de
fragmentation et d’électrospray et le débit de g@zhant, il s’est avéré qu’aucune influence
n'a été notée supy, ce qui signifie que I'effet de succion n'a pas affecté par ces derniers.
D'autre part, s a varié considérablement, ce qui indique la forieence de ces paramétres
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sur l'efficacité d’ionisation/désorption. Concerhénquatrieme parametre externe, qui est la
température du gaz séchant, des effets de suctidrefécacité d'ionisation/désorption ont
été mis en évidence. L'effet de dilution a pardaesété étudié en fonction des paramétres
associés a l'interface, c'est-a-dire la positiorcalillaire de CE a l'interface et les débits de
liquide additionnel et de gaz nébulisant. En ceaguicerne la position du capillaire de CE, |l
a été démontré qu’il y avait des effets combinésreefiaugmentation de [I'efficacité
d’ionisation/désorption et la diminution de I'efféé succion. Concernant le débit de liquide
additionnel, les effets de succion et de dilutiorh été mis en évidence dans la gamme de
deébit étudiés, mais la dilution tend a prédomingrla succion aux deébits élevés de liquide
additionnel. En outre, cet effet de dilution sem&tie 1égérement inférieur a ce qui pouvait
étre prévu par le rapport théorique des débitsedtddlyte de séparation et de liquide
additionnel (Bce/FsL). D'autre part, I'augmentation du débit de gazufishnt n'a pas
renforcé l'effet de dilution, mais a plutdét contrib a une amélioration de [l'efficacité

d’ionisation/désorption.

En bref, nous pouvons conclure que I'effet de sarceist principalement influencé par
la pression du gaz nébulisant, mais également adéenmeamoins importante par la position du
capillaire a l'interface et par les débits de iiuadditionnel et d’électrolyte de séparation.
En outre, il semble que I'effet de dilution ou délemgeage des trois fluides a I'interface, est
moins important que ce qu’on pouvait attendre.plpaxait €également que la géométrie du
cbne de Taylor est un parametre important ayantinfngeence sur les effets de succion et de
dilution. Cette géométrie semblerait dépendre alement du profil et de la vitesse des

fluides émergeant a l'interface.
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CHAPITRE Il _: Stratégie de séparation pour I'analyse

simultanée de composés cationiques et polyanionicgipar
électrophorese capillaire couplée a la spectromégi de

massevia une interface a électronébulisation

A- Introduction

Depuis une quinzaine d'année, le couplage entidectdphorése capillaire et la
spectrométrie de masse a connu un intérét croisSachant que I'électrophorése capillaire,
d'une part, permet de consommer de faibles quantitéchantillon, d’avoir des temps
d’analyse courts, d'utiliser divers modes de séparavec une haute efficacité, mais aussi de
travailler avec une méthode automatisée ; et quaétaction par spectrométrie de masse,
d’autre part, permet d’obtenir une information stanale sur les composés, il parait évident
gue le couplage de ces deux systémes est une avalars le domaine des sciences
séparatives et analytiques. L'interface ESI a&@lis couramment employée pour ce type de
couplage, du fait de sa sensibilité, de sa souplessrelative facilité d’utilisation, et de son
aptitude a I'analyse de composeés polaires, géméesiesepares par électrophorese capillaire
[1]. Ce couplage est généralement utilisé pour divempetications, telles que I'analyse de
biomoléculeg[2-8], de produits pharmaceutiquéd et de ses métabolit¢s0], mais aussi
pour I'analyse de produits alimentaif@4], ou encore l'analyse environnementdl2, 13]
mais aussi dans l'investigation de produits plettequed14].

Toutefois une des problématiques du couplage CEAMS une interface ESI, réside
dans le maintien du contact électrique au bornescahillaire d’électrophorése lors de
séparations électrophorétiques. L'électrode et leecoh d’électrolyte de séparation a
'extrémité de la sortie du capillaire ayant éténpdacés par un systeme d’interfacage (une
aiguille d’interface), pour que le contact éleateqse fasse de maniére continue, un
écoulement minimum de liquide est nécessaire eh@lectrophorese capillaire et le
spectrométre de masse. Ce contact est généralernbténu par [|'écoulement
électroosmotique cathodique lorsqu’un capillairesiiice vierge est employe, pour I'analyse
de composés cationiques ou de composeés anioniguan@biles. Dans le cas contraire, c'est-

a-dire lors de la séparation en polarité négatisecdmposés polyanioniques de mobilité
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électrophorétique supérieure, en valeur absoluks, @obilité électroosmotique, dans des
capillaires en silice vierge, une déplétion en tébdyte a I'extrémité de sortie du capillaire
empécherait le contact électrique de se faire.t@earquoi on retrouve peu de références
dans la littérature, traitant de I'analyse de cos@soanioniques par couplage CE-ESI-MS.
Une méthode pour l'analyse de métabolites aniosigpar couplage CE-ESI-MS, a
été proposée par Soga et ses collaboraf@bfsUne modification dynamique du capillaire, a
été réalisée par la technique SMIL (+), décrite Katayma[16], a I'aide d'un polymére
cationique, le polybrene (bromure d’hexadiméthrin€ette modification dynamique du
capillaire permet donc une inversion du flux électmotique au sein de celui-ci, de maniére
plus ou moins durable, et éviter ainsi d’avoir so a l'ajout d’'un surfactant dans
I'électrolyte de séparation. La séparation a étécd@alisée en polarité négative, en milieu
basique (acétate d’ammonium, pH 9). Un mélangeecamit 27 standards de différents types
de meétabolites mono-anioniques (acides carboxyigaeides carboxyliques phosphorylés,
saccharides phosphorylés et nucléotides) a puadtigsé avec des temps d’analyse courts, de
trés bonnes sensibilité et sélectivité, ainsi ga’bonne reproductibilité des temps d’analyse.
Cette technique permet donc I'analyse de diveregypanions sans dérivation préalable, dans
un large éventail de domaines d’application. Taigefcette technique présente quelques
limites, les composés polyanioniques sont susdeptitbe s’adsorber sur la paroi interne du
capillaire chargé positivement. Pour l'analyse dasnposés polyanioniques, les mémes
auteurs ont proposé d’utiliser un capillaire danphroi interne est revétue par un polymere
neutre, le poly(diméthylsiloxane) afin d’éviter dsorption des composés polyanioniques sur
la paroi interne du capillaire. Par ailleurs unesgsion hydrodynamique a été appliquée a
I'entrée du capillaire, durant la séparation élmutiorétique, afin de générer un écoulement
vers I'anode (coté MS) (électrophorése capillageisiée par pression PACE/ESI-NIS]) et
donc de permettre de maintenir la jonction liquietdre le capillaire d’électrophorése et
laiguille d'interface ESI[18]. Les avantages de cette méthode sont tels qu’elimgte
'analyse simultanée des composés polyanioniqueds @ue les citrates, les nucléotides, les
coenzymes nicotinamides et les coenzymes A), agdmdnes sensibilité et sélectivité et des
temps d’analyse relativement courts. Par contexigte des inconvénients majeurs a cette
technique, décrits ultérieurement par les méme=uag[tL9]. lls ont remarqué une fluctuation
du courant d’électrophorése durant les analyses tetaps de rétention non reproductibles,
mais aussi que I'entrée du capillaire était souwdstruée. lls ont donc proposé une méthode
alternative, pour I'analyse de nucléotides par PAKFE-MS. Il a été mis en évidence dans la

littérature[20, 21]qu’une adsorption d’espéces phosphorylées sgréegoements silanols de
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la paroi interne du capillaire, pouvait se produibdin d’éviter ce type d’adsorption, les
groupements silanols ont été « masqués » par des phosphates lors de I'étape de
préconditionnement et l'analyse des nucléotidedéaréalisée avec un électrolyte volatil
exempt d’ions phosphate. L’'arrivée du gaz nébulisapar ailleurs été coupée lors de la
premiere étape, afin d’éviter la contamination asdurce MS par les ions phosphates. Pour
'analyse de ces nucléotides en polarité positaegbectrophorése capillaire a pH 7,5, il a été
nécessaire d'appliquer une pression a I'entréeaghillaire durant la séparation, afin que les
composeés soient entrainés vers la cathode pauxeéfectroosmotique cathodique d’'une part
et par le flux hydrodynamique d’autre part. Il ak&gnent été preconisé de changer les flacons
d’électrolyte a chaque analyse afin d’obtenir uralleure répétabilité des temps d’analyse.
Ainsi grace a cette méthode, il a été possible aliaer simultanément différents types
d’especes phosphorylées (comme les nucléotidestimaenide-adénine dinucléotides, et les
coenzymes A) avec des sensibilités et sélectigitffssamment élevées pour la quantification
de ces espéces, mais également avec une bonndueiiriité et linéarité des analyses.

D'autres groupes de recherche ont proposé une dethermettant la séparation
simultanée des petits acides carboxyliques (tels s succinates, malates, tartratres,
maléates et citrates) avec un capillaire en silieege [22]. Pour ce faire les séparations ont
été effectuées en milieu basique (formiate d’amemonipH 10), car la mobilité
électroosmotique en valeur absolue est supérielaen®bilité électrophorétique des acides
carboxyliques étudiés a ce pBB]. Ainsi les acides carboxyliques de petite tailte pu étre
entrainés vers la MS et donc analysés par cou@&geSI-MS.

D’autres auteurs ont utilisé la méme approchelguméthode précédemment décrite,
c'est-a-dire I'utilisation d’'un capillaire en s#icvierge en milieu trés basique, pour I'analyse
cette fois-ci de métabolites anioniques et polyaigiges (phosphate de sucres, acides
organiques, nucléotides et coenzymes A), par PAGENE [24]. Ils ont dans un premier
temps employé la triethylamine comme additif quir&ne une suppression partielle du flux
électroosmotique. Ce ralentissement du flux élestmmtique engendre donc des analyses
plus longues, une meilleure résolution des compas@miques et une meilleure séparation.
Dans un deuxieme temps, I'analyse des composésamohjiques a été effectuée dans les
mémes conditions, en arrétant le champ électriguesaun temps déterminé et en appliquant
ensuite une pression hydrodynamique pour entré#seromposés séparés vers I'analyseur de
masse. Ainsi la résolution et l'efficacité sont anuemtées en palliant le phénoméne de
diffusion, du au temps d’'analyse trop long. Cettéthnde en deux étapes permet donc

'analyse simultanée d’'un grand nombre de compasémiques et polyanioniques. Celle-ci
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présente quelques limitations : des temps d’anabis¢ivement longs (de I'ordre de 50 min)
et seulement I'analyse des composés polyanionideasobilité électrophorétique inférieure
a la mobilité électroosmotique en valeur absolue

Toutefois, pour l'analyse simultanée d'un mélangemplexe de composeés
cationiques, anioniques, et polyanionique, aucuwtopple n'a, a notre connaissance, encore
été développé. Par exemple, I'étude et I'analysentiiative de métabolites chargés, par
couplage CE/ESI-MS, a été réalisée en utilisans tppotocoles différent$§10]. Pour les
métabolites cationiques, la séparation a été gsaksir un capillaire en silice vierge. Quant
aux métabolites anioniques, les capillaires uslipéur les séparations sont des capillaires
dont la paroi interne a été traitée par un dépatalehes ioniques successives (SMLL§].
Enfin pour les composés polyanioniques (nucléotidesoenzymes) la séparation a été
réalisée avec un capillaire neutre PDMS greffé DREy1 superposant une pression
hydrodynamique, a I'entrée du capillaire, pour géné&n écoulement vers la MS et donc
permettre le maintien du contact électrique lorgad®paration électrophorétique.

Lors de notre étude, nous avons entrepris plusiappsoches afin de permettre la
séparation simultanée de composés cationiqueshigoes, et polyanioniques par couplage
CE/ESI-MS.

Trois stratégies ont été envisagées au cours tiedatatle.

- La premiere a consisté a utiliser un capillairecaua écoulement électroosmotique
cathodique. L’objectif a été de tenter d’accéléfécoulement électroosmotique
géneéré dans un capillaire en silice vierge, et @oip une vitesse électroosmotique
supérieure a la vitesse électrophorétique des ce@éspaolyanioniques afin de pouvoir
détecter ces derniers.

- La seconde stratégie a consisté quant a elle,ugilisktion d’'un capillaire avec un
ecoulement électroosmotique résiduel (capillaireffgr neutre), en imposant une
tension négative a I'entrée du capillaire. Ainshslae cas de figure les polyanions
pourraient étre détectés aisément. Mais la ditiicuEsidera dans le maintien du
contact électrique et la détection des cations.

- Enfin, la derniére stratégie envisagée, a étélgetiun capillaire avec un écoulement
électroosmotique anodique, permettant ainsi d’aobtes vitesses électroosmotiques
et électrophorétigues de méme sens pour les anRarsailleurs, il faudra que la
vitesse électroosmotique soit suffisamment élevae pouvoir entrainer les cations

du mélange réactionnel.
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Ces difféerentes approches ont été réalisées eigappk dans la mise en place du
couplage CE/MS, pour la séparation d'un mélangeotdeposés a la fois polyanioniques et
cationiques, intermédiaires de synthése d'une elakss produits de contraste utilisés en

imagerie médicale.
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Abstract

A method for a single-run separation of cationiwoaic, and polyanionic compounds
by CE hyphenated to ESI-MS (CE-ESI-MS) is descrilé&ge of the main issues for coupling
CE to MS with an ESI source consists in maintainiaiy electric contact for the
electrophoretic separation. This condition is goéyformed if a liquid flow arising from the
separation capillary is directed to the needle, ingakt coupling-compatible. This latter
situation is incompatible with the separations adlypnionic compounds of higher
electrophoretic mobility (in absolute value) thdme telectroosmotic mobility, performed in
bare fused-silica capillaries under a negative mglaln this study, several alternative
approaches were evaluated to circumvent this diffic and applied to the setup of the CE-
MS separation of a mixture containing both caticemc polyanionic compounds, which are
synthesis intermediates of contrast agents for cakdinaging. Eventually, the detection of
the cationic and anionic compounds in a singlecaudd be obtained by either using neutrally
coated polymethylsiloxane (DB-1) capillaries anthdtaneously applying a negative voltage
polarity and a pressure allowing to compensate ther residual cathodic EOF or by
dynamically modifying the inner wall of a bare fdsslica capillary with a polycationic

polymer (hexadimethrine bromide) and using it afends under negative voltage polarity.
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1- Introduction

For about 15 years, the hyphenation between CE MB8dhas received increasing
attention. Whereas CE provides low sample consumpshort analysis time, high separation
efficiency, various separation modes, and easepefation and automation, MS detection
brings unambiguous identification andz separation capability. For coupling CE to MS, the
ESI interface is the most commonly employed forséssitivity, versatility, relative easiness
of use, and its suitability for the analysis ofgsotompounds, thereby showing a good match
with the type of analytes usually separated by CE This hyphenation is widely used in a
variety of fields, such as biomolecules [2—8] phaceuticals [9] and metabolites [10], food
analysis [11], environmental analysis [12, 13], amekstigation of technical products [14].
However, the major limiting difficulty for couplingE to MS through an ESI interface
consists in maintaining an electric contact for ¢hectrophoretic separation. When the outlet
electrode and vial are replaced by the interfacgggtem (interface needle), the electric
connexion is provided if a liquid flow arising frothe separation capillary is directed to the
needle, making it coupling compatible. If not, ¢telyte depletion at the outlet end of the
capillary hinders this contact, resulting in a eatrdrop. This latter situation is encountered
for the separation of polyanionic compounds of kigllectrophoretic mobility (in absolute
value) than the electroosmotic mobility, performieadbare fused-silica capillaries under
negative CE voltage polarity. For this reason, feapers on anion analysis have been
reported by CE-ESI-MS using this configuration. A&tihrod for the determination of anionic
metabolites based on CE-ESI-MS was developed by 8bgl. [15], requiring inversion of
EOF and CE voltage polarity by using a cationicypwr-coated capillary. Various types of
monoanionic metabolites could be analyzed in atgimae with a relatively high sensitivity,
selectivity, and reproducibility. For the case ofyanions, the same authors proposed using a
neutral-polymer capillary coating to avoid wall adstion, and applying pressure during
separation to produce constant liquid flow towdnd anode on the MS side [16]. Other
groups developed a new method allowing the simatiaa separation of some anions and
polyanions using EOF suppression and an air preggadient [17, 18]. However, for a more
complex mixture of both cationic, anionic, and @olionic compounds, no single protocol
has, to our knowledge, yet been developed. For pbarthe comprehensive and quantitative
analysis of charged metabolites by CE-ESI-MS wadopmed applying three different
separation protocols [10]. Whereas the separatiorationic metabolites was performed in
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bare silica capillaries, successive multiple iolaiger (SMIL) coatings [19] were employed
for the anionic metabolites. Last, the separatibnmaltivalent anions (nucleotides and
coenzymes) was performed with a neutral PDMS DBdted capillary on superimposing air
pressure to create electrolyte suction and henoplete the electric circuit.

In this paper, several alternative approaches weatuated to allow the simultaneous
separation of cationic, anionic, and polyanionienpounds by CE-ESI-MS. They are based
on (i) the speed-up of the cathodic EOF, generatethare fused-silica capillaries, by
superimposing a pressure at the capillary inldiyodynamically modifying the inner wall of
the capillary by a polyanionic layer; (ii) the uskeneutral coated capillaries and the offset of
the residual cathodic EOF by superimposition afva pressure at the capillary inlet; (iii) the
reversal of EOF from cathodic to anodic directigndgnamically modifying the inner wall of
the capillaries with ammonium groups. These difie@pproaches are discussed and applied
to the setup of the CE-MS separation of a mixturetaining both polyanionic and cationic

compounds, which are synthesis intermediates dfasinagents for medical imaging.

2- Materials and methods

2.1 Chemicals

Trimesic acid, Bis-Tris [bis(2-hydroxyethyl)iminoig(hydroxyethyl)-methane], acetic
acid, triethyl amine, formamide, and hexadimethriomemide (Polybrene) were purchased
from Sigma-Aldrich-Fluka (Saint-Quentin Fallaviéftance), sodium hydroxide and HPLC-
quality methanol from Prolabo (Fontenay-sous-Bdisance), ammonia from Merck
(Darmstadt, Germany), maleic acid from Lancastéragdourg, France), and formic acid
from Acros Organics France (Noisy le Grand, FrangeCEofix MS kit was kindly donated
by Analis (Namur, Belgium). The reactional mixtussed as sample in this work was
provided by Guerbet (Roissy, France). It containde tetraacidic target synthesis
intermediate of a proprietary contrast agent dehdte(Mr 1359.8) and two main impurities
originating from uncompleted reaction, a pentaacidne denoted A(Mr 248.1), and a
monobasic one denoted B 1129.6). For confidentiality purposes, only theiolecular
masses and maximum negative or positive chargbgylator low pH can be disclosed. The

sample solutions were prepared by dissolving eaalyge at a concentration oé. 3.5 mM in
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water. Deionized water was obtained from an Alphay®tem (Millipore, St. Quentin-en-
Yvelines, France). Electrolytes were filtered thgbu0.2 mm PVDF membrane filters (Pall
Life Sciences, MI, USA) before use.

2.2 Capillary coating

For capillary modification with CEofix MS kit, baréused silica capillaries were
successively flushed (950 mbar) with 1 M NaOH fémiin, 0.1 M NaOH for 2 min, CEofix-
MS Initiator (polycation solution in 1 M formic at)i for 2 min, BGE (16.8 mM ammonia,
330 mM formic acid (20 mM ionic strength, pH 2.5iftw1:24 v/v CEofix-MS Accelerator)
for 4 min, 0.1 M NaOH for 2 min, and CEofix-MS l@tor for 2 min, according to a
procedure described by Analis [20, 21]. All theteps were carried out after disconnecting
the MS source in order to minimize contaminaticksi

Capillaries were dynamically coated with polybresedescribed in the literature [22—
24]. Briefly, a new bare fused silica capillary wiast flushed with 1 M NaOH for 15 min
and rinsed with water for 5 min. Next, the capyllaras flushed with a polybrene solution at 3
g/100 mL in water for 25 min using a syringe pur@ole-Parmer, Vernon Hills, IL, USA) at
a flow rate of 240 mL/h, corresponding to 50 capyl volumes (100 mL). Finally, the
capillary was rinsed with water for 5 min and cdiwtied with BGE for 5 min, all these steps
being performed under a pressure of 950 mbar. Riegoaf the capillary with the cationic

polymer was accomplished by using the same metstdnting from NaOH flushing.
2.3 CE-UV experiments

CE was performed with an BRCE (Agilent Technologies, Massy, France) equipped
with a UV absorbance DAD. Separations were realime®0 pm id x 35 cm (26.5 cm
effective length) bare fused-silica capillaries@iimlines, Marly-le-Roi, France). Indirect UV
detection was carried out with separation electeslycomposed of trimesate or maleate as
chromophore ion and different concentrations of Bis, sodium or ammonium to adjust the
electrolyte pH to the desired value and ionic gjtierio 20 mM. Formamide (0.0003% v/v in
the BGE) was used as neutral marker to determinE. FDalytes were hydrodynamically
injected (5 kPa, 3 s) and separation voltage watos20 kV in positive or negative polarity.
New capillaries were conditioned by successivehigswith 1 M and 0.1 M NaOH and then

with water under a pressure of 935 mbar for 15 edoh. The temperature in the capillary
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cartridge was set at 25°C. The acquisition rate Wapoints/s. Analytes were detected by
indirect UV absorbance at 200 nm. Between runsjlaeps were rinsed with electrolyte for
3 min. Capillaries were rinsed with water and diigdair when not in use.

2.4 MS detection

An SL simple quadrupole mass spectrometer (Agil@thnologies) equipped with an
orthogonal ESI source was used in the negativezation mode. Nitrogen was used as
nebulizing gas at a temperature of 100°C and aspresf 10 psi (1 psi = 6894.76 Pa) and as
drying gas at 350°C and a flow rate of 7 L/min. i@med ESI voltage was 3500 V. Skimmer
voltage was 10 V. CE-MS coupling was carried oungigs sheath liquid coaxial ESI interface
(Agilent Technologies). MS detection of the compdsiby direct injection was performed by
continuously flushing the sample from the CE capjilto the MS detector under pressuiie
the ESI interface. The sheath liquid (80:20 v/v MiB,O mixture containing 0.01% v/v
triethylamine) was delivered by an Agilent 1100e®isocratic HPLC pump. The acquisition

time was 60 s.

2.5 CE-MS experiments

The MS conditions were those described in Sectidn CE-MS experiments were
realized in 50 um id x 100 cm (20 cm effective @ UV detector and 100 cm effective
length to MS detector) bare fused-silica capillaiieghotonlines), poly(methylsiloxane) DB-1-
coated capillaries (Agilent Technologies) or dyneatly modified capillaries (see Section
2.2). The BGE was made up with 19.9 mM ammonia, i\ acetic acid (20 mM ionic
strength), pH 4.0 or with 16.8 mM ammonia, 330 mdiniic acid (20 mM ionic strength),
pH 2.5). Analytes were hydrodynamically injecteckPa, 2 s) and separation voltage was set
to -20 kV or +20 kV according to cases. When neargsa 5 kPa pressure was continuously

applied during CE-MS separations.

126



3- Results and discussion

The main difficulty in the separation of a complexxture of cationic, anionic, and
polyanionic compounds by CE-ESI-MS consists in r@mng the electric contact required
for the electrophoretic separation. Indeed, as dleetrode and the BGE vial normally
positioned at the capillary outlet are replacedhsyinterfacing system (interface needle), the
electric connexion is provided when a liquid flowsang from the separation capillary is
directed to the needle, thus allowing consistemddmns for coupling. When not, an
electrolyte depletion at the capillary outlet whiinder this contact. This latter situation is
encountered especially for the separations of mpodyac compounds of higher
electrophoretic mobility (in absolute value) thdac&roosmotic mobility, that are performed
in bare fused-silica capillaries under negativetag# polarity. In this study, different
alternative approaches were evaluated to circumendifficulty and allow the CE-ESI-MS
separation of polyanionic and cationic compoundsairsingle run. This purpose was
exemplified through the separation of a model mixticontaining two polyanionic species,
denoted A and A, and a cationic species denoted B, which are sgighintermediates of
contrast agents for medical imaging, accordingetztion:

Ai+B=A,
For the sake of simplicity, charges, which are deat on pH, were omitted in writing this
reaction. The maximum negative charge rate at plighs five for A, and four for A, while
the maximum positive charge rate is one for B &t idd. The final aim was to determine the
presence of Aand B precursors in Abatches during synthesis in a single run. Dire¥¢t U
detection was only possible for B and. MS detection of a mixture of /AB, and A could
be performed in negative ionization mode with aasihdiquid made up with a 80:20 v/v
MeOH-HO mixture containing 0.01% v/v triethylamine. Inede conditions, the
pseudomolecular ion of :A[A;—H]™ appeared atvz 247.1. The deprotonated forms of B
appeared atv/z 1128.4 [B—H] and 564.3 [B—2HT. The deprotonated forms of, Appeared
atm/z 1359.2 [A—H] and 679.3 [A-2HJ*". Nevertheless, the MS apparatus available for this
work can only record the signals from four spedifics simultaneously.

When separating the sample mixture in bare fuged-<apillaries under positive CE
voltage polarity with a 10.7 mM Bis-Tris, 4 mM trasic acid (20 mM ionic strength)
electrolyte (pH 5.0), only species B and dduld be detected (UV and MS). Indeed, as the

anionic compounds were migrating counter electratsally, they could be detected only if
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their electrophoretic mobility was lower (in abgelwalue) than the electroosmotic mobility.
In view of fulfilling this condition, the variatianof the electroosmotic mobility and anion A
electrophoretic mobility was studied in terms of B@H in the range of 3.5-7.5 (Fig. 1).
Whatever the pH value, the electrophoretic mobdityolyanion A still remained higher (in

absolute value) than the electroosmotic mobilitye Wien turned to different alternative

approaches to solve the problem.
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Figure 1. Influence of BGE pH on electroosmotic mobility dnand effective electrophoretic
mobility (meg) of polyanion A.

Bare fused-silica capillary, 50 pym id x 100 cm lgndUV detection, 20 cm). BGE:
trimesate/ammonium (20 mM ionic strength) for p4-3L.8 (T/NH,"); trimesate/sodium (20
mM ionic strength) for pH 4.1 and 4.45 (T/Nlamaleate/ammonium (20 mM ionic strength)
for pH 4.5-5 (M/NH4); trimesate/Bis-Tris (20 mM ionic strength) for pH6—-7.5 (T/BT).
Applied voltage, +20 kV; temperature, 25°C; hydnmodmic injection, 5 kPa, 2 s. UV
absorbance detection at 200 nm.
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Figure 2. Schematic representation of the various contrilmstito the transport of cationic
and (poly)anionic species in the separation cagilla

(A) CE-MS coupling under pressure-assisted cath&f, (B) CE-MS coupling under
enhanced cathodic EOF, (C) reversed voltage pgplgpitessure-assisted CE-MS coupling
under reduced cathodic EOF, (D) reversed voltaderipp CE-MS coupling under anodic
EOF. Uapp, apparent (overall) velocityt)e, electrophoretic velocitylJe, electroosmotic
velocity; Unyaro hydrodynamic velocityUnydaro = Up + Usuction Up, contribution of applied
pressurelJs,ciion CONtribution of the suction effect.

3.1 CE-MS coupling under pressure-assisted cathodiEOF

A first alternative consisted in keeping the CE asapion of the polyanionic
compounds under counter-EOF conditions using a fomex-silica capillary and compensate
for the high electrophoretic mobility of polyanidn by superimposing a pressure during CE
separation in positive voltage polarity, thus allegvthe net motion of more mobile polyanion
A; to the MS detector (Fig. 2A). The conditions netai were 20 mM ionic strength
ammonium acetate, pH 4 as BGE with a 5 kPa supeseth pressure. Under these
conditions, cation B and polyanion, Avere detected in positive voltage polarity, with
effective electrophoretic mobility values of 8.2L8° and -16 x 10 cnf.V1.s* respectively,
which are similar to the values obtained in CE-Uvaagement under the same electrolyte
conditions without applying any pressure (9.2 x°1@nd -18.1 x 18 cnf.V*is?
respectively). Unfortunately, the highest pressuasbie provided by the Agilent apparatus
during separation (5 kPa) did not allow to obtaimigher overall linear flow velocity (which
is the sum of the electroosmotic velocity, the logiyinamic velocity generated by the
pressure application and a possible additional citglodue to suction effect) than the
migration velocity of polyanion Ain the opposite direction (Fig. 3). Indeed, therm¥ flow
velocity through the separation capillary was clted from the time it took to the neutral
marker to reach the UV detection window, yielditd+ Unydro) = 9.10% cm/s. According to
Hagen—Poiseuille law, the hydrodynamic linear vi&yocesulting from a 5 kPa pressure
application in such a capillary (50 um id x 1 m)amted toUp = 4.4 x 1 cm/s, which

contributed to the overall flow velocity by no mdhanca. 50%.
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Figure 3. CE-UV-ESI-MS of the reactional mixture of polyang@y and A and cation B
under pressure-assisted cathodic EOF

(a) UV absorbance electropherogram; (b) MS detecdbnm/z 247.1 ([A—H]); (c) MS
detection atwz 1128.4 ([B-H]); (d) MS detection ain/'z 564.3 ([B—2HT?); (e) MS detection
atm/'z679.3 ([A—2HJ?. CE conditions: bare fused-silica capillary, 5@ jd x 100 cm length
(UV detection, 20 cm). BGE: ammonium acetate (20 mokic strength) pH 4.0. Applied
voltage, +20 kV; temperature, 25°C; hydrodynamigdtion, 5 kPa, 2 s. UV absorbance
detection at 200 nm. Continuous application of guwes during separation (5 kPa). MS
conditions: sheath liquid, water—methanol (20:8() with 0.01% triethylamine v/v; flow
rate, 5 pL/min. Nebulizing gas, nitrogen (100°C, ki®a); drying gas, nitrogen (350°C, 5
L/min). Negative ionization mode. Skimmer voltagé) V. Peak assignment: see
electropherograms. NM, neutral marker.

3.2 CE-MS coupling under enhanced cathodic EOF
Another strategy was based on the speed-up of aiatheOF by dynamically

enhancing the negative charge density borne bgdp#élary wall. This was achieved using a

commercial procedure developed by Analis, whichscia in dynamically coating the inner

131



surface of the capillary by a double layer of acaitoand anionic polyelectrolytes [20, 21]
(Fig. 2B). The polyanionic layer, deposited laspduced a fast and constant cathodic EOF
whatever the pH, which was stable during about ®@s.r Capillaries modified accordingly
were already recognized for being implemented irME experiments without risking to
foul the MS source ([24] or [25]). Neverthelesssthpproach did not succeed in allowing
most negatively charged compoungta be detected by MS in the same run as cation®B a
polyanion A, using a classical ammonium formate BGE (20 mMdastrength, pH 2.5,
containing 1:24 v/v of CEofix-MS Accelerator) undpositive CE voltage polarity and
negative ionization mode. In effect, as calculdtedh Fig. 4, cation B and polyaniornAvere
detected under these conditions with effectivetedpboretic mobilities of 9.5 x I®cnf.V~
st and —-18.2 x 10 cnf.V1s™, respectively, in agreement with previous resuits, the
electroosmotic mobility obtained (46.6 + 2.26 x16nf.V"s?) was not high enough to

provide simultaneous detection of polyanion A
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Figure 4. CE-UV-ESI-MS of the reactional mixture of polyan®@y and A and cation B
under enhanced cathodic EOF
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(@) UV absorbance electropherogram; (b) MS detectibm/z 247.1 ([A=H]); (c) MS
detection at/z 1128.4 ([B-H]); (d) MS detection at/z 1359.2 ([A—H]); (e) MS detection

at m'z 679.3 ([A—2H] . Experimental conditions: see Fig. 3, except &apillary
pretreatment with CEofix MS kit (see Section 2BEE (20 mM ionic strength ammonium
formate + 1:24 v/v CEofix accelerator, pH 2.5) @hd absence of applied pressure during
separation.

3.3 Reversed voltage polarity, pressure-assisted €4S coupling under reduced
cathodic EOF

The next attempt consisted in reducing the cathB@€ occurring in bare fused-silica
capillaries, so that this flow can be easily regdrapplying a counterpressure on the
downstream side and simultaneously in reversingGBevoltage polarity (Fig. 2C). In this
trend, a neutrally poly-(methylsiloxane) DB-1 cahteapillary was employed, usually
presenting residual cathodic EOF. A pressure-&5iSE separation was then set up with 20
mM ammonium acetate, pH 4.0 as BGE under negablitage polarity, in such a way as to
obtain an anodic overall flow, thus preserving éectric contact at the CE-MS interface. In
this strategy, all three ;A B, and A ions were effectively detected by MS, with a CE
resolution depending on the pressure value applied.pressure value was next varied in the
1-5 kPa range (upper available limit of the CE aajs), and the best resolved peaks were
obtained for a 1 kPa value (Fig. 5), as expectedept for the experiment under 5 kPa

pressure, no UV-detection window was created orcépdlary, so as to diminish fragility at

this position.
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Figure 5. Reversed voltage polarity, pressure-assisted CEMESDf the reactional mixture
of polyanions A and A and cation B under reduced cathodic EOF

(a) MS detection aiz 247.1 ([A—H]); (b) MS detection atvz 564.3 ([B-2H]?); (c) MS
detection am/z 679.3 ([A—2H]?); (d) MS detection amz 1128.4 ([B-HJ). Experimental
conditions: see Fig. 3, except for fused silicailay (neutrally, DB-1 coated, same
dimensions), applied voltage (—20 kV) and contirmi@pplication of a pressure during
separation (1 kPa).

Figure 6 represents the theoretical variation @ lihear flow velocity due to the
pressure application according to Hagen—Poiselalleand the experimental linear velocity
for each compound in terms of the applied presshlie. fact that the slope of the analyte
velocity variation was higher than the expected, aheuld be due to temperature effects on
BGE viscosity inside the spray needle heated byn#imilizing gas. This phenomenon might
be less pronounced for higher applied pressureguse of the higher liquid flow inside the
separation capillary under these conditions. Thisply clearly shows that even cationic
compound B migrating upward in the capillary cosl@asmotically could be detected
without applying any back-pressure, which emphasibe importance of the suction effect

resulting from both the coaxial sheath liquid aethulizing gas flows.
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Figure 6. Variation of the theoretical linear velocity due poessure applicatiorlJg) and
experimental linear velocity for compounds, 8, and A (Uai, Ug, andU,») in terms of the
applied pressure value

Experimental conditions: see Fig. 5.

Thanks to this effect, this strategy allows to desemions whatever their charge and
cations with low to quite high electrophoretic nldpi Indeed, under the present
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experimental conditions (capillary dimensions, dabsheath liquid, nebulizing gas, and
temperature), applying a 5 kPa pressure at theaptary inlet will result in an overall linear
flow velocity of ca. 23 x 10% cm/s, which will allow cations having electrophiizemobilities
less than 90 x I®cnf.V.s™ to be detected in under 30 min.

3.4 Reversed voltage polarity CE-MS coupling undeanodic EOF

Another way to arrange MS detection of all aniond af cations having mobilites
under a given limit was to reverse cathodic EOFtf@se naturally existing in bare fused-
silica capillaries) into anodic EOF, as producegasitively coated capillaries (Fig. 2D). To
our knowledge, long enough capillaries (80 cm mumm) with a positively charged covalent
coating and presenting an anodic EOF for use inM&Eseparations are not commercially
available. A variety of noncovalently, home-modifigositively coated capillaries has been
described in the literature, but the main problem@E-MS separation is the compatibility of
such coatings with MS interfacing condition®,., heating at the last few centimeters of the
capillary outlet by the nebulizing gas and riskot#eding. Nevertheless, a few number of MS-
compatible cationic coatings have been proposdderature, either as a single layer of 2-
ethyl-(2-pyrrolidine)methacrylate-dimethylacrylamiEPyM-DMA) copolymer [25], PolyE-
323 polyamine coating [26], Polybrene [27, 28] otyBrene/ethyleneglycol [29], or as SMIL
coatings of Polybrene/dextran sulphate [15, 30f. ths study, a Polybrene monolayer was
chosen because of its ease of preparation andsaseSgction 2.2) and quite good stability
within approximately 20 runs. Under these condgioall three compounds could be MS-
detected in a short analysis time and with goodr&olution (Fig. 7). Anion Awas not
visualized on the CE-UV electropherogram as it dogiscontain any UV-absorbing moiety
and could thus only be detected by MS. Interestingl MS signal atm/z 1128.4
corresponding to the pseudomolecular ion of B afgpattwo different times, among which
one corresponds to ,Adetection time. This indicates an, Aagmentation into B during
ionization. As the electroosmotic mobility was -814.10° cn?.V s, a cation MS-detected
at 30 min (or 1 h) would have an electrophoretiditity of about 17 x 10° cn.V s (30 x

107° enf. Vi,
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Figure 7. Reversed voltage polarity CE-UV-ESI-MS of the réawl mixture of polyanions
Ai and A and cation B under anodic EOF

(a) UV absorbance electropherogram; (b) MS detectibm/z 247.1 ([A—H]); (c) MS
detection atm/z1128.4 ([B-HJ); (d) MS detection am/z 679.3 ([A—2H]?). Experimental
conditions: see Fig. 3, except for fused-silicaily (dynamically modified by a polybrene
monolayer, as described in Section 2.2), applidthge —20 kV) and the absence of applied
pressure during separation.

4- Concluding remarks

Effective on-line coupling of CE to ESI-MS requirdse presence of a liquid flow
from the CE capillary to maintain proper electramtact for the CE separation. This condition
is most often met when using bare fused-silica lleaj@s presenting cathodic EOF for
cationic analytes migrating coelectroosmoticallyd aslow-migrating anionic analytes
electroosmotically carried to the ESI needle. Tiasion of fast-migrating anionic analytes
having a net motion opposite to EOF is somewhatennatricate. For this special case, two
effective strategies for single-run analysis ofarat, anionic, and polyanionic compounds by

CE hyphenated to ESI-MS were developed in this wdiko parameters were considered:
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EOF direction and magnitude, and superimpositioragbressure at the inlet of the CE
capillary during separation, in connection with thection effect generated by sheath liquid
and gas flow at the ESI interface. The speed-umtfodic EOF either by superimposition of
a pressure in bare fused-silica capillaries or blya@cement of the negative charge at the
capillary wall by a dynamic double layer coatingl diot allow us to detect fastest-migrating
polyanions by CE-MS. Eventually, the detectionlté tationic and polyanionic compounds
in a single run could be obtained under negativev@lEage polarity by either using neutrally
coated polymethylsiloxane DB-1 capillaries and dtemeously applying a slight pressure
allowing to compensate for the residual cathodid~E@ dynamically modifying the inner
wall of the bare fused-silica capillary with a pocdgionic polymer, such as polybrene. In the
latter case superimposition of a pressure may aotdeded. Both strategies can be applied to
practically all kinds of complex mixtures, allowil@e-MS analysis of all sample anions and
almost all cations (depending on the additionaltisnceffect) in a reasonable time (most

likely in under 30 min) and with satisfactory rasodn.

The authors would like to thank Francois de L’EegAnalis, Namur, Belgium) for
the gift of a CEofix-MS Kkit.
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C- Conclusion

La mise en place du couplage en ligne de [|'életivopse capillaire avec la
spectrométrie de mass& une interface a électronébulisation, nécessitedagmce d'un flux
continu de liquide de la CE vers la MS, afin de mtexir un contact électrique pour la
séparation électrophorétique. Cette conditioneeptus souvent rencontrée lors de I'utilisation
d’un capillaire en silice vierge, présentant unxféillectroosmotique cathodique pour I'analyse
de composés cationiques, migrant dans le sensctm@&@smotique, et pour l'analyse de
composés anioniques, de faible mobilité électrofique, pouvant étre entrainés vers
l'interface ESI. Lorsque lI'on se trouve dans le dadigure ou les anions a analyser ont une
mobilité électrophorétique tres élevée, supériéuta mobilité électroosmotique, en valeur
absolue, au sein du capillaire, la situation espem plus complexe. Dans ce contexte, deux
stratégies efficaces ont été développées au cews travail, permettant I'analyse simultanée
de composeés cationiques, anioniques et polyaniesigle mobilité élevée, par couplage
CE/ESI-MS. Deux parametres ont donc été pris ersidération lors de cette étude: la
direction et la vitesse du flux électroosmotiquimsaque la surimposition d'une pression
hydrodynamique a l'entrée du capillaire d’électaglse au cours de séparation, pouvant
augmenter I'effet de succion, engendré par legéaside liquide additionnel et gaz nébulisant
au niveau de l'interface ESI, et donc pouvant ageélle mouvement du fluide au sein du
capillaire d’électrophorese.

La tentative d’accélération de la vitesse du fllec&éoosmotique cathodique d’'une part
par surimposition d’'une pression hydrodynamiqueritiée d’'un capillaire en silice vierge ou
d’autre part par I'accroissement du taux de chagative sur la paroi interne du capillaire,
par une modification dynamique par une double ceuwtshpolymeres ne nous a pas permis de
détecter les composés polyanioniques trés molpdgsCE/MS.

Finalement, deux stratégies nous ont donc perndgtiection simultanée des composeés
cationiques et polyanioniques par couplage CE/ESI-Ma premiéere est I'utilisation d’'un
capillaire greffé par le polyméthylsiloxane (DB-&)ec application d’une tension négative a
'entrée du capillaire et laurimposition d’'une pression hydrodynamique afin cdatre-
balancer I'écoulement électroosmotique cathodigseluel. La seconde a été la modification
dynamiquesur des capillaires longs (sur une longueur de Em3ilice vierge a partir d’'un

polymere cationique couramment disponibles (le lp@lige) en inversant I'écoulement
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électroosmotique. Dans ce dernier cas, la surintiposd’'une pression hydrodynamique a
I'entrée du capillaire n’est pas toujours nécessair

Ces deux stratégies peuvent étre appliquées ajpeatient toutes sortes de mélanges
complexes, permettant l'analyse simultanée par lagagpCE/MS de tous les composés
anioniques et de presque tous les composés catemigelon I'effet de succion additionnel),

avec des temps raisonnables (en moins de 30 mjraitagec une bonne résolution.
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CHAPITRE IV _: Couplage en ligne de la focalisation

isoélectrique capillaire avec la spectrométrie de assevia
une interface a électronébulisation pour la caractésation

de protéines hydrophiles et hydrophobes

A-Introduction

La focalisation isoélectrique capillaire (CIEF), igest la deuxieme technique
électrophorétique la plus populaire, permet la s#jmn de composés de nature amphotere,
tels que les protéines. Celles-ci sont séparées $&lir point isoélectrique Kp: un mélange
d'ampholytes de Iplégerement différent et d’analytes est introduéngl le capillaire
d’électrophorese; sous l'action du champ électjgqun gradient de pH se forme grace aux
ampholytes le long du capillaire et les protéinkeargées se déplacent vers la zone ou le pH
est égal a leurlpAucune force électromotrice ne s’exerce sur ceoules dans cette zone
focalisée car elles sont alors neutres, si I'écuoelet électroosmotique est nul. Si elles
diffusent dans une zone voisine de pH différentede d, elles sont alors chargées et donc
soumises au champ électrique jusqu’a ce qu’ellesineent dans leur zone de neutralité, a
leur d. Les zones focalisées sont par la suite mobilisé&es le détecteur par des voies
diverses (par flux hydrodynamiquid-3], seul ou associé a l'application d’'une tension
électriqgue, par mobilisation chimigyé, 5], électroosmotique[6-9], ou par déplacement
isotachophorétiquel0]. La CIEF est considérée comme étant une méthqdeatée avec un
pouvoir de résolution des plus élevés parmi toutss méthodes électrophorétiques,
permettant méme la séparation de protéines ise®mamec substitution délétion ou insertion
d'un seul acide aminé, et avec une résolution auteu0,02 par unité de pH. L'étape de
focalisation permet de concentrer les protéines awvefacteur de 50 a 101, 12] rendant
les échantillons, méme dilués, accessibles a Ysagbar spectrométrie de masse. La CIEF
couplée en ligne avec la spectrométrie de masseasidérée comme une alternative
prometteuse a la 2D-PAGE pour des analyses protg@siplus rapides. Ce couplage permet
de fournir des informations sur lek gt les masses moléculaires, avec de hautes aapdeit

résolution et des informations structurales amééier tout en en faisant abstraction des
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inconveénients liés a I'électrophorese sur gel cativanelle, comme les limitations en termes
de sensibilité et de débit, ainsi que les proc&ddesdétection laborieusgs3].

Un couplage « off-line » CIEF/MS avec un détectti8-MALDI a été réalisé par
Karger et al[14, 15] avec un systeme de collecteur de fractions. Ghaet et al[16] ont
développé un systeme de collecteur sur cible. Umplage d’'un capillaire RPLC dans une
premiére dimension, avec la CIEF en deuxiéme dirnensuivi par une détection MALDI-
MS a également été dévelopfr, 18] par adsorption et concentration de fraction, et
élimination des ampholytes par un lavage puis dilgesryptic, le tout sur la cible MALDI.

Le couplage en ligne de la CIEF avec la détectamspectrométrie de masse via une
interface a électronébulisation présente quelqiffisultés inhérentes a ce couplage : (i) le
maintien du contact électrique requis pour les istjmas électrophorétiques ; (i) la nature et
la composition de I'électrolyte arrivant du capidade séparation, qui devra étre compatible
avec les détecteurs MS ; et (iii) la nature dedeopinterne du capillaire de séparation qui
devra également étre compatible avec l'interfaékeétronébulisation. Ce couplage a montré
des avances remarquabj&g, 13, 19, 2Q]cependant en raison des difficultés précédemment
décrites, il a souvent été exécuté avec un pradoeaemi-en-ligne », comme par exemple
lors du premier essai du couplage de la CIEF aw@d3 realisé par Tang et al. en 1993,
22], avec une interface a liquide additionnel coaxiah. effet, en raison de l'absence du
réservoir de sortie dans la configuration du coypl€E/ESI-MS, différentes approches ont
été proposées afin d’assurer le contact électrigpoer le couplage potentiel en ligne
CIEF/ESI-MS. L'une des approches consiste duratape de focalisation, de positionner le
capillaire de séparation dans l'aiguille d'intedacle maniere a ce que I'extrémité ne dépasse
pas de l'aiguille et le catholyte est délivré denmee coaxiale\ia I'arrivée prévue pour le
liquide additionnel) et un débit de gaz nébulisastt alors réduit afin d’assurer la formation
d'une suspension statique de la goutte de catholytel'extrémité de [l'aiguille
d'électronébulisation. Une fois I'étape de focélisa terminée, on fait Iégérement dépasser
I'extrémité du capillaire de l'aiguille d'électrdndisation (0,5 mm) et I'anolyte est délivré via
l'arrivée du liquide additionnel pour mobiliser desnes de protéine focalisd@8-25]. Dans
une autre approche, le réservoir de catholyte plét& a la sortie du capillaire durant I'étape
de focalisation des protéines, puis retiré avaétape de mobilisation et le processus
d’électronébulisatiorvia le positionnement de l'interfa¢@2, 21, 26-28] Durant I'étape de
mobilisation, les ions (anions) du liquide additiehs’introduisent dans le capillaire de
séparation (attirés par l'anode), et perturbenzdae du gradient de pH formée ; mais

également ralentissent la migration des protéires la source d’ESlL2]. Cette frontiere
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ionique qui se déplace, pourrait également corgricts une perte de résolution et une
inversion de l'ordre de migration. La solution & iceonvénient serait de générer un flux
hydrodynamique induit par la gravité pendant I'étae mobilisatiorfl3, 22] Dans ces deux
approches, la coupure du champ électrique entrétégmes de focalisation et de mobilisation
géne l'automatisation de la méthode et peut indume perte d'efficacité de la séparation.
Afin de permettre la continuité entre les étapedogalisation et de mobilisation, une autre
approche propose une nouvelle configuration. Glleensiste en l'utilisation du liquide
additionnel comme anolyte pour I'étape de focélisaisoélectrique, mais également pour
favoriser le processus d’électrospray. Le cathabgien donc placé a I'entrée du capillaire de
séparation et la polarité sera inver§&a]. Mais le déplacement de la frontiere peut toujours
se produire dans cette configuration. Une autrdigaration consiste a coupler la CIEF-cITP
transitoire/CZE avec un analyseur FTICR-MS. Celadé@montré des améliorations
significatives en termes de résolution, de sentalet de debit d’analy4&0].

L'autre contrainte lors de la mise en place d'uaptage entre la CIEF et MS est la
nature et la composition des fluides entrant darsolrce du spectrométre de masse, c'est-a-
dire la présence d'un gel anticonvectif et d’amptesl afin de réaliser le gradient pH pour la
focalisation isoélectrique. Bien que les rapportz des ampholytes soient pour la plupart au
dessous de la gamme de masse de la majorité de&snps) leur présence dans le spray de
d’électronébulisation engendre une diminution detelhsité du signal MS en raison du
phénomene de suppression d'ionisaf@h, 31-33]d’'une part, mais également un bruit de
fond supplémentaire dans le signal et diminue kolttion en masse. Des approches
proposant d’éviter I'introduction des ampholytemsléa source MS ont été développées. Un
systeme de microdialyse est placé a la jonctiohimterface a électronébulisation permettant
d’éliminer les ampholytes du fluide arrivant de GE, évitant ainsi l'interférence des
composeés lors de la détection N@®BI-37] mais ce systeme a été rarement employé car tres
laborieux a mettre en place. Le couplage en lighlaCIEF et la chromatographie liquide en
phase inverse (RPLC) avec une détection ESI-MSirestautre approche pour contourner les
problemes liés a la présence des ampholytes lota détection MJ31, 38-42] En ce qui
concerne le gel agueux de polyacrylamide usuellengnployé en CIEF-UV, il est
particulierement a éviter lorsque la CIEF est céag la MS, en raison de son incompatibilité
avec le détecteur MS. L'utilisation d'un milieu (matrice) purement agueux pour les étapes
de focalisation et de mobilisation pourrait augreenteffet de convection au sein du
capillaire. En outre, dans ce milieu aqueux, ledgines hydrophobes ne pourraient pas étre

correctement caractérisées.
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La derniere principale contrainte concerne la modlion de la paroi interne du
capillaire de séparation. La CIEF est habituellemméalisée avec des capillaires dont la paroi
interne a été modifiée avec des polyméres de nawdmphile, tels que le polyacrylamide,
ou l'alcool polyvinylique[21, 26, 27, 31, 43, 444fin de supprimer ou au moins de réduire le
flux électroosmotique. Cependant, peu de polymearssellement utilisés en CIEF-UV sont
compatibles avec les conditions d’interface et éeection MS. L'extrémité du capillaire
modifié au niveau de l'aiguille d’interface chaufla a la présence du gaz nébulisanic&
100°C dans notre configuration), pouvant engendnmee instabilité du greffage et un

relargage du polymere vers la source du spectrendetmasspls-51].

Dans cette étude, nous proposons un nouveau ceu@haligne intégré entre la CIEF et
la MS, répondant aux principales contraintes désiii-dessus, c'est-a-dire (i) le couplage en
ligne automatisé tenant compte du maintient du aminélectrique entre les étapes de
focalisation et de mobilisation, (ii) l'utilisatiom'un milieu (ou matrice) anticonvectif
permettant la caractérisation de protéines hydlephiet hydrophobes, tout en étant
compatible avec le détecteur MS et (iii) l'utilisat d'un capillaire de séparation en silice
vierge afin d'éviter I'utilisation de capillaire gifés dont le recouvrement peut parfois étre
long et laborieux et/ou présenter un colt onér@ans une étude précédefi], nous
avons démontré la faisabilité de réaliser une GiEFnilieu eau/glycérol pour I'analyse et la
caractérisation de protéines hydrophiles et hydsbph. Grace a sa viscosité élevée, le
glycérol, connu pour stabiliser et solubiliser gesteines hydrophobes, joue également, dans
ce cas de figure, le réle de milieu anticonvediipbermet aussi I'utilisation de capillaires de
silice vierge, car il réduit considérablement lexfiélectroosmotique. La bonne concordance
avec la séparation obtenue par le systeme CIEFeotionnel, a indiqué lI'adéquation de ce
systeme. En outre, ce systeme semble étre unenalter prometteuse, comparé au gel
agueux conventionnel de la CIEF, pour la caracttos de protéines hydrophobes dans des
conditions natives. Dans cette étude nous avonsemiglace un couplage entre la CIEF en
milieu eau/glycérol et la détection par ESI-MS etmélange de six protéines standards a été

analysé et sépare.
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B-Article

ON-LINE CAPILLARY ISOELECTRIC FOCUSING
ELECTROSPRAY IONIZATION MASS SPECTROMETRY
FOR HYDROPHOBIC AND HYDROPHILIC PROTEIN
CHARACTERIZATION

Abstract

A new on-line coupling of capillary isoelectric fmging (CIEF) with electrospray
ionization mass spectromery (ESI-MS) that allows Hgdrophilic and hydrophobic protein
characterization has been developed. This impropemtocol provides (i) the electric
continuity during the whole analysis by a partidlinig of the capillary with 60:40 (cm/cm)
catholyte / protein-ampholyte mixture, (ii) the usiean anticonvective medium, i.e. 30:70
glycerol/water (v/v), compatible with MS detectiamd allowing for hydrophobic protein
solubilization (iii) and the use of unmodified barfeised-silica capillaries, as the
glycerol/water medium strongly reduces EOF. Foausuas performed in positive polarity
and cathodic mobilization was achieved by bothagdtand pressure applicatidine set-up
was optimized with respect to analysis time, saiiitand pl determination precision. The
optimized anolyte and catholyte were composed ah®Dformic acid / 1 mM glutamic acid
(pH 2.35) and 100 mM N&/ 1 mM lysine (pH 10.6), respectively. The effeatsampholyte
concentration, focusing time and ESI parameterseweesented for model proteins and
discussed. This new integrated protocol shouldrbeasy and effective additional tool for
proteome characterization, providing a means ferdharacterization of a large number of

hydrophilic and hydrophobic proteins.
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Introduction

CIEF, which is the second most popular CE modegwall separating amphoteric
compounds, like proteins, according to their isoele point (d) : a mixture containing
carrier ampholytes of slightly different pnd the sample is introduced into a capillarydarn
an electric field, a pH gradient is formed by tlaerier ampholytes along the capillary, and the
proteins migrate until they reach the point of dapillary where the pH value matches their
pl and they stop there. The focused zones are metitz reach the detector by various ways
(i.e. hydrodynamic flow*® either alone or combined with voltage applicatiehemical
mobilizatiort” ° electroosmos?s or isotachophoretic displacem&ht CIEF is considered to
provide the highest resolving power of all CE mqodn&n separating protein isoforms with
single amino acid substitution, deletion or ingertiand affords a resolution of around 0.02 p
unit. The focusing effect concentrates proteinsabfactor of 50-100"" > making even
diluted samples accessible to MS detection. ClEkpleal on-line with MS is regarded as a
promising alternative to 2-D PAGE for fast proteoamalysis, providing information on p
and Mr, with high resolving capabilities and enhanceducttiral information, omitting
drawbacks of conventional slab-gel electrophoresish as restrictions in sensitivity and
throughput as well as tedious staining procedtres

The off-line CIEF-MS coupling with MALDI-MS detecth has been realized by
Karger et af* > with fraction collection. Chartogne et%fleveloped an on-target collection
system, with subsequent matrix mixing for the afklcoupling of CIEF to MALDI-MS. A
coupling of capillary reversed-phase LC (RPLC) las first dimension with CIEF as the
second dimension followed by MALDI-MS was develofetf with incorporation of fraction
adsorption and concentration, ampholyte removalvaghing and tryptic digestion on the
MALDI-target.

On-line coupling CIEF-MS coupling using ESI intexés presents some difficulties;
among which (i) maintaining the electrical contiyuirequired for the electrophoretic
separation; (i) the compatibility of the compaoaitiof the fluid arising from the separation
capillary with MS detector; and (iii) the compalityi and resistance of the inner wall of the
separation capillary with the ESI interface. Altgbuthis coupling has shown remarkable
advance¥ 1% 2% it has however been mainly performed thus fa semi-on-line protocol
, as exemplified in the first report on CIEF couplito MS with a sheath flow interface by
Tang et al in 1995" %2 Indeed, due to the inherent absence of the ouitltin CE-ESI-MS
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configuration, different approaches have beenzetlito ensure electrical continuity during
separation and detection. One of them consistetiaating the CE capillary into the ESI
needle and in coaxially delivering the catholytetias sheath liquid (SL) under reduced
nebulizing gas flow rate to ensure the formatiom static hanging catholyte drop at the tip of
the ESI needle. Once the focusing step is termiaite capillary tip is passed out of the ESI
needle and anolyte is delivered via the (SL) Imenbbilize protein band¥? Alternatively, a
catholyte reservoir is attached to the capillarylesuduring protein focusing and is removed
prior to the mobilization and spray process viartt@ual positioning of the interfaée #** 2%

28 During the mobilization, ions from the SL entee tbapillary, shift the pH gradient and
make the proteins migrate towards the ESI sd@rdhis moving ionic boundary however
could also contribute to a loss in resolution amdiraversion of migration order but the
problems could be remediated by applying a grawithjtced hydrodynamic flow during
mobilization® %2 In these two configurations, the removal of efecfield between the
focusing and the mobilizing steps hinders automasiod can result in a loss of separation
efficiency. To avoid switching of electric field dim focusing to mobilizing, a new
configuration was proposed consisting in employthg sheath liquid as the anolyte for
isoelectric focusing and as an aid to electrosgrasformance, the catholyte being at the
capillary entranc®. But moving boundary may still occur. Another dgofation consists in
coupling CIEF-transient cITP/CZE with FTICR-MS, thdurthermore demonstrated
significant improvements in resolution, sensitivdtyd throughpdt.

The other constraint for the set up of a couplirween CIEF and MS is the
composition of the fluids required by CIEF, i.e.etlpresence of ampholytes and an
anticonvective gel to establish and stabilize the gradient. Although the m/z values of
ampholytes are mostly beyond the m/z range of mpaseins, their presence in the sprayed
solution causes a reduction in the MS signal iriterdue to ion suppressioft ****and
background signal, and decreases the mass resolégproaches aiming at preventing the
ampholytes from entering the ion source have beseldped. A microdialysis system at the
ESI junction may allow the removal of the amphaddyteut of the CE effluent leading to
interference-free detection of proteifi¥’, but this complicated system has not gained wide
acceptance. The on-line combination of CIEF and &®Rlith ESI-MS detection is another
option to circumvent ampholyte-related detectiombtems® **“*2 Concerning aqueous
polyacrylamide gel medium currently employed in EJ8BV, it is most often not incorporated
when CIEF is coupled to MS, due to its incompatipilvith the MS detector, but the use of a
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purely agueous medium for focusing and mobilizinglld lead to more convective effect.
Furthermore, in aqueous medium, hydrophobic preteamnot be correctly characterized.
The last main constraint concerns the chemical fizatiion of the inner wall of the
separation capillary. So as to suppress or at leastr EOF, CIEF is usually performed in
fused-silica capillaries coated with hydrophilic ietees, such as polyacrylamide or
polyvinylalcohof? 26 27 31 43 “Hawever, few wall modifications are compatiblettwMS
interfacing conditions, i.e. heating at the last feentimetres of the capillary outlet by the

nebulizing gas, which may lead to coating breakamkrisk of bleedintj™>

In this paper, we propose a new on-line couplingvben CIEF and MS, that satisfies
the main constraints described above, i.e. (i) tended preservation of electric continuity,
(i) the use of a MS compatible anticonvective muedithat allows for hydrophilic and
hydrophobic protein stabilization and (iii) the usiea bare fused-silica separation capillary
that precludes the use of expensive and shorirlietoated capillaries. Indeed, in a previous
work®, we demonstrated the feasibility of performing Ell& glycerol-water media and in
uncoated capillaries for hydrophilic and hydroplwoproteins. Thanks to its high viscosity,
glycerol, which is known to better solubilize andtslize hydrophobic proteins, can both play
the role of anticonvective medium and allow empbgyibare silica capillaries, as it
considerably reduces EOF. The good concordance wéparations obtained by the
conventional CIEF implementation indicated the adey of this system. Furthermore, this
system appeared to be a promising alternative tovestional aqueous gel CIEF for
hydrophobic protein characterization under natieaditions. The set-up of the coupling
between this original glycerol-water CIEF and ESHMas investigated in this work and

evaluated with a standard mixture of six proteins.
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EXPERIMENTAL SECTION

Chemicals and reagents

The CIEF kit comprising an aqueous gel, phosphacid, sodium hydroxide, carrier
ampholytes pH 3-10 and protein markers ribonucléagenase, p= 9.45,Mr 13 676 Da),
carbonic anhydrase Il (CA Il 5.9,Mr 29 080 Da)p-lactoglobulin A ¢-Lac, d = 5.1,Mr
18 357 Da) was obtained from Beckman Instrumentsllgffon, CA, USA). a-
chymotrypsinogen A type llafTryp, bovine pancreasl g= 8.3, Mr 25 661 Da), myoglobin
(Myo, horse heartlp= 6.3,Mr 16 946 Da), trypsin inhibitor (TI, type I-S soyared = 4.5,
Mr 19 982 Da), glycerol, acetic acid and formic asiere purchased from Sigma-Aldrich-
Fluka (St.-Quentin Fallavier, France). MethanolNmirmapure grade and lysine were from
Prolabo (Fontenay-sous-Bois, France) and glutamiml aand ammonia from Merck
(Darmstadt, Germany). Water used throughout waslymed by an Alpha Q system
(Millipore, Bedford, MA, USA).

CE apparatus

CE was performed with an BFCE instrument (Agilent Technologies, Massy, France)
equipped with a UV absorbance DAD. This apparatiusraatically realizes all the steps of
the analytical protocols, including capillary catmoiing, sample introduction, voltage
application and diode array detection, and allowsning unattended method sequences.
Separations were realized in 50 um id (360 um odP& cm or 80 cm bare fused-silica
capillaries (Photonlines, Marly-le-Roi, France). Wecapillaries were conditioned by
successive flushes with 1 M and 0.1 M NaOH and thih water under a pressure of 93.5
kPa for 15 min each. The temperature in the capilleassette was set at 25°C. The
acquisition rate was 10 points/s. Between runsillagps were rinsed with water for 3 min,
10 mM HCI for 10 min and finally water for 5 min.a@illaries were rinsed with water and

dried by air when not in use.

MS detection

An Agilent Series 1100 MSD single quadrupole magecsometer (Agilent

Technologies, Massy, France) equipped with an gdhal ESI source was used in the
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positive ionization mode. In the optimized condigg nitrogen was used as nebulising gas
(NG) at a temperature of 100°C (pressure 55 kPapardrying gas (DG) at 350°C (flow rate,
7 L.min?). Optimized ESI and skimmer voltage were 3500 ¥ 40 V, respectively. Peak
width and dwell time were set to 0.3 min and 88Q maspectively. CE-MS coupling was
carried out using a SL coaxial ESI interface (Agil&echnologies). The sheath liquid (50:50
viv MeOH-H,O mixture containing 1% v/v acetic acid) was delate by an Agilent series
1100 isocratic HPLC pump (flow rate, 6 pL.fjrin the optimized@onditions).

CIEF-MS protocols

For the glycerol-water CIEBystem, the separation was performed in bare faiied-
capillaries. Glycerol was diluted with water in postions 30:70, 20:80 or 10:90 v/v. The
separation electrolyte was made up with the caamepholyte mixture pH 3-10 (0.5 to 2 %
v/v) supplemented in the glycerol-water medium. phateins to separate were added to this
electrolyte at concentrations between 0.019 ana30n2g/mL.Prior to loading, the electrolyte
was vortexed for 10 s and centrifuged for 10 mi®b@@0 rpm to homogenize and avoid air
bubbles. According to cases, anolytes w&®emM glutamic acid (pH 3.35), 50 mM formic
acid (pH 2.5), or 50 mM formic acid// 1 mM glutarmacid (pH 2.35) in the glycerol-water
mixture ; catholytes were 100 mM ammonia (pH 11120 mM ammonia / 50 mM lysine
(pH 11.6) or 100mM ammonia /1 mM lysine (pH 10.6)the glycerol-water mixture. By
doing so, anolyte and catholyte viscosity was t@es as that of the separation electrolyte,
which prevented dispersion during the mobilizastep due to viscosity differences. For a 80
cm length, the capillaries were flushed for 3 mi®30 mbar with the catholyte and next the
ampholytes/proteins mixture was injected over dlleap length equal to 40 cm (taking into
account the viscosity of the mixture). Unless othee specified, the focusing step was
achieved by applying a voltage of 30 kV for 6 mMobilization to cathodic side was
performed under a 50 mbar pressure, while maimtgifocusing voltage applied, until all

proteins were detected.
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RESULTS AND DISCUSSION

CIEF separations are usually performed with néuwated fused-silica capillaries in
agueous anticonvective gels. In a previous paper,demonstrated that glycerol, a very
viscous solvent, was a promising alternative to veotional aqueous gels for CIEF
separatior€. A 30:70 (v/v) glycerol-water medium appeared agomd compromise for
performing CIEF in a bare fused-silica capillarg, iastrongly reduced EOF. Moreover, as
glycerol is known to help stabilize any kind of ims and solubilize hydrophobic ones, this
mixture appeared interesting for hydrophobic proteharacterization, under their native
form>. As one of the main constraints for coupling dizesCIEF to MS detection via an ESI
interface is the presence of gel in the separatiedium, the coupling of glycerol-water CIEF
with MS seemed a promising way and was therefovesitigated. It has been previously
shown that addition of glycerol to electrosprayaftein solutions results in an increase in the
number of charge states in the gas-phase, relatéidethigh surface tension of glycerol
Furthermore, such addition at levels up to 43%mitmeasurably affect the intensity of ESI
signal. When glycerol-water mixtures with 10 to 3@#ycerol were employed during this
study, no clogging of the MS transfer capillary vadoserved and no specific washing had to
be performed between runs. The second main comstfar an on-line CIEF-ESI-MS
coupling is to maintain the electric contact foe tBE separation, although the outlet vial is
replaced by the ESI interface, so as to perforeahunattended “on-line” coupling providing
better efficiency and reproducibility. The generahfiguration selected during this study for
CIEF-ESI-MS was as follows : (1) SL consisted in5@&50 (v/iv) MeOH-HO mixture
containing 1% v/v acetic acid, so as to help fosifpee ionization of the proteins, as the
positive ionization mode is more sensitive than tiegative ionizaton mode ; (2) a
discontinuous electrolyte filling was performedaril00 cm length separation capillary : the
60 cm closest to the interface were filled with tesholyte and the 40 cm closest to the
capillary inlet were filled with the proteins/ampiyte mixtures. The lengths selected for the
partial filling have been optimized in CIEF-UV witlespect to total analysis time and peak
efficiencies. The inlet vial contained the anolyed the electrophoretic separation was

performed under positive voltage (Figure 1).
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Figure 1 : Schematic representation of the ondiyeerol/water CIEF-ESI-MS protocol
developed in this work for separation in bare fusiéida capillaries
SL: sheath liquid, NG: nebulizing gas. DG: dryirasg

This configuration allows an actual on-line couglim.e. no discontinuity in electric
field application took place during the entire ggss. Furthermore, the fact that the length of
the proteinfampholytes mixture is shorter than tibtal capillary length permitted shorter
detection times for the pH gradient zone, and tfobally shorter analysis time. Likewise,
the contact between the pH gradient zone and ttwlgée was not located at the interface,
which improved the electrospray stability. Afteetfocusing step (under a 30 kV voltage), a
50 mbar pressure was applied, while keeping theesasttage to move the entire content of
the capillary to the detector. This original configtion was optimized with respect to anolyte
and catholyte composition, ampholyte concentratgigcerol content, so as to verify the
compatibility of the various components entering ifiterface with the SL. Some parameters
inherent to the interface, i.e. SL flow rate, NGegsure and DG temperature, were also
optimized with respect to sensitivity and resolntiof the overall analytical process. The
study was performed with a mixture of model prateimbonuclease A (Rnasd, $ 9.45),0-
chymotrypsinogen A type llafTryp, p = 8.3), myoglobin (Myo, p = 6.3), carbonic
anhydrase Il (CA II, p= 5.9),p-lactoglobulin A -Lac, d = 5.1), trypsin inhibitor (TI, p=
4.5). During the study, it was observed that mybgialtered after a one-day dilution in the
glycerol/water medium, leading to an unexplaineitt #gh Mr from 16946 to 17564 Da..
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Anolyte and catholyte composition

Anolyte and catholyte must be compatible with areIMS detection, which is not the
case for the ones mostly employed in classical Cli phosphoric acid and sodium
hydroxide, respectively. In the few papers allowfogon-line MS detection, acetic acid was

& 29 34 373nd ammonium acetdfeor ammonium hydroxidg 3as

employed as anolyt
catholyté’. In this study, different acidic and basic solnfichat were compatible with MS

detection and could provide a correct frontier witle 3 -10 pH gradient were tested, the
separation being discussed with respect to the spen of the pH gradient zone and

resolution: formic and glutamic acid as anolytes] BlH; and lysine as catholytes (Table 1).

Detection times of the pH Time span of

Anolyte Catholyte ~ 9gradient frontiers (min)  {he pH gradient RS
. : . (CA I/ B-Lac)
cathodic anodic zone (min)

50 mM formic acid 100 mM NH;

(pH 2.5) (pH 11.2) 28 40 12 0.64

30 mM glutamic 100 mM NH
acid (pH 3.35)  (pH 11.2) 57 75 18 0.45

. 100 mM NH/
32022'\2' ﬂ“?fasrg')c 50 mM lysine 24 32 8 0.76

prS. (pH 11.6)

50 mM formic acid 100 mM NH; /

1 mM glutamic acitc 1 mM lysine 23 31 8 0.65

(pH 2.35) (pH 10.6)

Table 1. Time span of the pH gradient zone and pesddution between CA |l arfétLac
(differencing by 0.8 unit in pl) for different coragitions of anolyte and catholyte
Experimental conditions : see Figure 2, exceptafwlyte and catholyte nature and capillary
length (100 cm).

The detection times include the focusing and mpibigj steps, thus corresponding to
the overall analysis times. As compound velocifessing through the detector can be
considered identical, the time span can be directigrelated to the spatial span in the
capillary. As glutamic acidMr 146.2) and lysineMr 147.1) are easily detectable by MS,
they were finally added in small quantity in theolte and catholyte respectively, so as to
visualize the limits of the pH gradient zone. 50 nidrimic acid / 1 mM glutamic acid (pH
2.35) and 100 mM NE/ 1 mM lysine (pH 10.6) were retained as anolyte aatholyte,
respectively, as they provided short analysis tifoesimilar resolutions, and low MS noise.

Figure 2 presents both the overall scan mode M&akigdrig. 2A), the single ion monitoring
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(SIM) mode signal allowing for the detection of timaits of pH gradient zone (Fig 2B) and
the extracted ion current (EIC) signal (Fig. 2Cy &ach protein, indicating a very good
resolving power of the MS detector for the 6 maateiteins within 5 min, due to the specific
MS detection. The mass spectra of the proteinalacepresented in Figure 2. For these model
proteins, the EIC signals were two to three tinoegel than the ones obtained in SIM mode;
nevertheless, the EIC mode allows to identify afimited number of protein peaks in a
single run, provided that there was no ionizatiamppsession for proteins detected
simultaneously. This on-line protocol thus appears powerful tool for fast analysis of both
hydrophilic and hydrophobic proteins, through thelraracterization in terms of pl and

molecular mass.
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Figure 2 : On-line CIEF-ESI-MS and extracted MSczeof six model proteins

(A) Scan mode (m/z 1000-2500) electropherogram ) @M mode (m/z 148)
electropherogram ; (C) EIC mode electropherogrd®mase (m/z 1369)-Tryp (m/z 2139),
Myo (m/z 1211), CA 1l (m/z 19408-Lac (m/z 2041), Tl (m/z 1666). Mass spectra ofghe
model proteins extracted from the average scanruhdgoeak in Fig. 2A.

Bare fused-silica capillary, 50 pum ID x 80 cm. Sepian electrolyte: Beckman ampholyte
mixture, pH 3-10 (1.5% v/v) in 30:70 v/v glycerobter mixture, containing Rnase (0.22
mg/mL), a-Tryp (0.037 mg/mL), Myo (0.037 mg/mL), CA 1l (0.83ng/mL), p-Lac (0.037
mg/mL), T1 (0.037 mg/mL). Anolyte: 50 mM formic aci 1 mM glutamic acid (pH 2.35) in
30:70 vlv glycerol-water mixture. Catholyte: 100 mNiH; / 1 mM lysine (pH 10.6) in 30:70
v/v glycerol-water mixture. Focusing : 30 kV fom@in. Cathodic mobilization: 50 mbar, 30
kV. Cassette temperature: 25°C.

MS conditions : sheath liquid: water-methanol (/&) with 1% (v/v) acetic acid ; flow rate :
6 pL/min. Nebulizing gas : nitrogen (100°C, 55 kHayying gas: nitrogen (350°C, 7 L/min).
Positive ionization mode. ESI voltage: 3500 V. Skiar voltage : 10V.
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Ampholyte concentration and focusing time

The ampholytes were introduced in the separatiilaey at various concentrations,
ranging from 0.5 to 2% (v/v) and the focusing time, the time allowed for the focusing step,
was varied from 6 to 13 min. Table 2 presents éselts in terms of the time span of the pH

gradient zone and peak intensity for two prote@®%,and TI.

Peak intensities (MS detection) (%) * Detection times of the pH gradient frontiers (min
CAl T (Times span of the pH gradient zone in min)
% N . o .
ampholyte Focusing time (min) (? | Focusing time (min)
6 10 13 6 10 13 2mPnove 6 10 13
0 31.41039.932.7t041.4 33.1t041.1
0.5 100 23.8 7.4 100 61.5 77.8 2 (8.5) (8.7) (8)
1 29.410 36.7 29.7to 37.2 30.3t0 37.9
1 97.9 53.3 60 49.6 100 100 (7.3) (7.5) (7.6)
15 28t035 29.5t036.5 31.41t037.6
15 85.6 100 100 70.1 97.5 90.2 ' ) (7) (6.2)
> 24t030.5 25.5t031.5 26.51t032.7
2 509 6.5 645 516 16.2 83 (6.5) (6) (6.2)

* 100 corresponds to the highest peak intensity

Table 2. Time span of peak intensities and pH gredione for CA Il and Tl as a function of
ampholyte concentration and focusing time
Experimental conditions : see Figure 2

Whatever the focusing time, a maximum was obtafoe@ach protein peak intensity
and efficiency, while varying the ampholyte conterthe influence of ampholyte
concentration was already studiénd it was reported that an increase in ampholyte
concentration led to a decrease in peak intengityecrease in protein charge state on the
mass spectrum and an increase in protein migrétioes. In the present study, the existence
of an intensity maximum indicates that a compronsBeuld be found between separation
performances, favored by high ampholyte concewinatind detection performances, favored
by low ampholyte concentration. The observed marinappeared to depend on the protein
nature through the protein ionization rate and awhjia concentration. When determining the
time span of the pH gradient zone (Table 2), itemppd that the lower the ampholyte
concentration, the larger the pH gradient zone #oed higher the detection time. Upon
increasing the focusing time, the increase in divaralysis time is markedly lower than the
increase in focusing time. Indeed, during focusthg, pH gradient zone is moving slowly to
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the capillary outlet, as a result of the residu@Fzand suction effect existing under this CE-
MS configuration®. Figure 3 shows the plot ofl pn terms of detection time for 5 model
proteins, indicating a good linearity whatever éx@erimental conditions.
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Figure 3 : Protein pl as a function of detection time forigas ampholyte concentrations and
focusing times.

Experimental conditions : see Figure 2, excepfdousing time (6 min4), 10 min @), 13

min (e)) and ampholyte concentration : 2% (A), 1.5% 8% (C), 0.5% (D).

Least-squares regression straight lines :6A)in : y = -1,48x + 45,5 (R= 0,97) ; 10 min : y
=-1,48x + 47,2 (R=0,97) ; 13 min : y = -1,46x + 47,99{R 0,97) ; (B) 6 min: y = -1,36x +
46,9 (R =0,97) ;10 min: y = -1,34x + 48,8 {R 0,96) ; 13 min: y = -1,34x + 51,2%{R

0,96) ; (C) 6 min: y = -1,33x + 48,8 {R 0,97) ; 10 min: y = -1,38x + 50,7{R 0,98) ; 13
min: y =-1,39x + 52,2 (R=0,97) ; (D) 6 min: y = -1,56x + 58,5{R 0,97) ; 10 min: y = -
1,54x + 59,9 (R=0,97) ; 13 min: y = -1,31x + 52,6 {R 0,97).

The limits of pH gradient zone are also indicatedrigure 3 as surrounded points. It
has to be noted that the pH values of the anolytecatholyte area 0.6 pH unit lower and
higher, respectively, than the pH gradient limitistlbe carrier ampholyte mixture. The
surrounded points featuring the basic frontier ectty fit the regression straight line, whereas
the points featuring the acidic frontier are agiaorin this line, corresponding to much higher
detection times. One explanation could be thatbdgc frontier was going past the detector
first, whereas the acidic frontier could be moretybed due to the longer influence of
pressure application, as it went past the detdegir The shift for the acidic frontier was
observed for all the analytes tested in this studlgich could also indicate a possible
distortion of the pH gradient zone on the acidic p#k, may be due to the presence of more
ampholytes in this pH region. Finally, a 6 min femg time was considered optimum as it
provided satisfactory results in less total analysne. As far as the ampholyte concentration
was concerned, the mass spectra of the ampholyaganterfere with the protein spectra. In
the glycerol/water medium used in this work, thegrevmainly detected in the 800 to 1200
m/z and in the 1000 to 1400 m/z range in the basit acidic region of the pH gradient,
respectively. So, their interferences could be mprenounced for the acidic proteins.
Nevertheless, the ratios of the higher peak abwelah the more acidic protein, TI, to the

ampholyte, that are detected at different m/z \alisee Figure 2), were 1.2, 1.5, 4.3 and 19
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for 2, 1.5, 1 and 0.5 % ampholytes concentratiespectively. However, at 1.5% ampholyte
concentration, Tl was well detected either in thkl &node or in the EIC mode. Finally, a
1.5% ampholyte concentration seemed to be a googhrmmise with respects to the signal to

noise ratio for all six proteins tested.

Glycerol concentration

The CIEF protocol developed previou¥lylictates a 30% glycerol content in water
(v/v) so as to take advantage of both the anticcine effect due to a high viscosity and a
low EOF. As the capillary in CIEF-MS is around thartéames longer that in classical CIEF-UV
arrangement, reducing the glycerol content could Beund way to reduce the analysis time,
by lowering viscosity and enhancing EOF. The glgtepntent in the separation media was
therefore revisited. Upon increasing glycerol cahfeom 10 to 30 %, both peak intensity and
efficiency increased (see maximum abundance fos®maFigure 4, for example). In effect,
by increasing viscosity, focusing could be morecedht in leading to a thinner, concentrated
protein zone. The increase in glycerol contenhimm medium also favored an increase in the
number of charges in gas-phase, as shown for Roas€Figure 4): from 10 to 30% glycerol,
the abundance ratio between the peaks correspotaih@+ and 9+ charge states increased
from 0.82 to 1.17. Furthermore, the time span efgHl gradient zone were 9 to 13 min, 13 to
18 min and 23 to 30 min for 10, 20 and 30% glycerespectively, and higher efficiencies
were obtained for the highest glycerol concentrati®his indicates that the higher the
glycerol content, the larger the pH gradient zom@ e longer the total analysis time (within

an acceptable time range), that helps for bettepr focusing.
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Figure 4 : Representative mass spectra of Riboasel@ (0.22 mg/mL) at different glycerol
concentrations.
Experimental conditions : see Figure 2, excepgfgcerol concentration.

Protein ps were plotted as a function of protein detectionetifor the three preceeding
glycerol/water proportions (Figure 5). The slopeha curve is smaller for the higher glycerol
content, allowing for an easierl gletermination when an unknown protein has to be
characterized. So, 30% glycerol appeared agaiheabdst compromise as regards intensity,

efficiency and precision onl gletermination.
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Figure 5 : Protein pl as a function of detectiondifor various glycerol concentrations.

Experimental conditions: see Figure 2, except fgceyol concentration : 10%s§, 20% @),

30% (A).

Least-squares regression straight line$: y = -2,81x + 35,2 (R=0,90); @) : y = -1,95x +

34,7 (R=0,97); @&):y=-1,09x + 33,8 (R=0,97);

ESI interface parameters

First of all, the DG temperature was varied betw@60 and 350°C. The highest

protein peak intensities were obtained for 350Mdjdating that protein ionization/desorption

was better completed at the highest DG temperatutieout protein degradation. Upon

varying NG pressure between 40 and 70 kPa, a mawinmuprotein peak intensity and

efficiency was obtained at 55 kPa (Table 3).

NG pressure Peak intensity (%)

(kPa) Rnase ao-Tryp CAIl  p-Lac  TI

41.5 61 61 89 46 36
55 100 87 100 100 100
69 20 100 25 65 71

* 100 corresponds to the highest peak intensity

Table 3. Protein peak intensities as a functioNGfpressure.
Experimental conditions: see Figure 2.
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Furthermore, the slopes of the plotspbfversus detection time remained identical on
varying NG pressure (Figure 6), which indicated tha length of the pH gradient within the
capillary was not affected by this parameter. Feg@ralso shows that, the higher the NG
pressure, the smaller the detection time, as caankieipated from the increase in suction
effect due to N&. Thus a NG pressure of 55 kPa appeared as a goopromise between a
higher ionization/desorption efficiency and a sbortime allowed for focusing, that are

expected on increasing NG pressure (as long asptiag remains stable).

16 18 20 22 24 26 28
Detection time (min)

Figure 6 : Protein pl as a function of detectioneifor various NG pressures
Experimental conditions : see Figure 2, exceptNGrpressure : 41.5 kPa(), 55 kPa &), 69
kPa @).

Least-squares regression straight linea) (y = -1,26x + 31,9 (R= 0,93) ; @) : y = -1,27x
+34,7 (R=0,95); 6) :y=-1,34x + 40,0 (R= 0,92).

The SL flow rate was then varied between 4 and 8mirl* : maximum peak
intensities were obtained at 6 pL.mifor a-Tryp; B-Lac and TI, and at 8 pL.minfor Rnase
(Table 4). In the ESI interface configuration, $&w rate has been shown to be a parameter
significantly influencing suction, dilution and i@ation/desorption efficienc¢§ *° In current
conditions, SL flow rate tends to increase sucwfiect, but to a lower extent than NG
pressure. In the present case, no influence ofl&ik fate on detection time was observed,
which can be understood considering the specialiyn lmedium viscosity and capillary
length. Besides, SL flow rate is the main paramettuencing dilution effect, as dilution
results from the mixing of the BGE with the SL ke tinterface, in the presence of the NG.
lonization/desorption efficiency is known to filatrease and next decrease on increasing SL,
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and to depend on protein nature. Eventually, pngbeiak intensities reflect both the influence

of dilution and ionization/desorption efficiency.

Rnase a-tryp CAll B-Lac Tl

SL hz(ia;ri:t N hF;?grl:t N hF;?Srlft N hz(ia;ri:t hz(ia;ri:t
(T e (1) v S (B Sl CO B S CO N S L)
4 37 94 32 98 82 98 50 83 26 68
6 100 72 100 100 82 97 100 100 100 100
8 77 100 58 70 100 100 51 76 83 88

* 100 corresponds to the highest peak intensity

Table 4. Protein peak intensities as a functio8loflow rate.
Experimental conditions: see Figure 2.

Conclusions

ESI-MS offers many advantages over traditional W&fedtion for CIEF separations.
The coupling of both instruments combines resolvpayver with high precision mass
determination. Although not providing physical sei@n according to molecular mass,
CIEF-MS thus appears a valuable alternative to ePAGE separations, as it also actually
provides information on pl and molecular mass, luth added potential advantages
including better ease of automation, greater sgeetdirect mass measurements and likely
enhanced sensitivity. In this context, a new oagrotocol intended for on-line CIEF-MS of
all types of proteins is presented herein. To awowedge, this automated on-line coupling
allies for the first time (i) an effective electrcontinuity during the whole analysis by a
partial filling of the capillary with 60:40 (cm/cntatholyte / protein-ampholyte mixture ; (ii)
an anticonvective medium, a. 30:70 glycerol/watér)( that is compatible with MS detection
and that allows for hydrophobic protein solubilinatand (iii) consistency with unmodified
bare fused-silica capillaries, as the glycerol/watedium strongly reduces EOF, which
precludes the use of expensive and short-lifetioeted fused-silica capillaries. The anolyte
and catholyte composition were selected to be ctibipavith MS detection and to allow for
the localization of the pH gradient zone, by addng markers. Further optimization with

respect to peak intensity and efficiency, totallgsia time and precision gol determination
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was performed by investigating ampholyte conceiginafocusing time, glycerol content, DG
temperature, NG pressure and SL flow rates. This pr@tocol should be an effective tool in
proteome characterization for samples of internteditamplexity, providing a means for the
identification of a number of hydrophilic and hyghmbic proteins. As the feasibility of
employing glycerol/water medium and bare fusedailicapillary in CIEF-MS was
demonstrated in this work, in the future this newtpcol could be applied to the coupling of
CIEF to more sophisticated MS analyzers, such asiétransform ion cyclotron resonance
(FTICR)** *® with a view to improve sensitivity.

167



References

(1) Rodriguez-Diaz, R.; Zhu, M.; Wehr, Electrophoresid997, 18,2134.

(2) Righetti, P.G.; Gelfi, C.; Conti, M. £hromatogr. BL997, 699 91

(3) Chen, S.-M.; Wiktorowicz, J. Anal. Biochem1992 206 84.

(4) Hjerten, S.; Liao, J.-L.; Yao, Kl. Chromatogr1987, 387, 127.

(5) Rodriguez-Diaz, R.; Zhu, M.; Wehr, J. ChromatogrA 1997, 772 145.

(6) Mazzeo, J.R.; Krull, .SAnal. Chem1991, 63, 2852.

(7) Caslavska, J.; Molteni, S.; Chemlik, J.; Sla&s, Matulik, F.; Thormann, W.J.
Chromatogr. AL994 680 549.

(8) Kilar, F.; Vegvari, A.; Mod, AJ. Chromatogr. AL998 813 349.

(9) Hoffman, O. ; Che, D., Cruickshank, K.A. ; Mullés,R. Anal. Chem1999 71, 678.

(10)Mosher, R.A.; Saville, D.A.; Thormann, W.he dynamics of ElectrophoresigCH
Publishers, Weinheini, 992

(11)Yang, L.; Tang, Q. ; Harrata, A.K. ; Lee, CAhal. Biochem1996 243 140.

(12)Yang, L. ; Lee, C.S. ; Hofstadler, S.A. ; Pasa-d@,dli.; Smith, R.DAnal. Chem1998 70
3235.

(13)Jensen, P.K.; Pasa-Tolic, L.; Peden, K.K.; Mawtin, S.; Lipton, M.S.; Anderson,
G.A.; Tolic, N.; Wong, K.-K.; Smith, R.CElectrophoresi00Q 21, 1372.

(14)Minarik, M. ; Foret, F. ; Karger, B.LElectrophoresi00Q 21, 247.

(15)Foret, F.; Muller, O. ; Thoren, J. ; Gotzinger,;Warger, B.L.J. Chromatogr. AL996
716, 157.

(16)Chartogne, A.; Gaspari, M. ; Jespersen, S. ; Barsdh, Verheij, E., Van der Heijden,
R., Tjaden, U., van der Greef, Rapid Commun. Mass Spectrd2f02 16, 201.

(17)Mao, Y., Zhang, X.Electrophoresi003,24, 3289.

(18)Yu, W.; Yan, L.; Deng, C.; Zhang, Xlectrophoresi006 27, 2100.

(19)Martinovic, S. ; Berger, S.J. ; Pasa-Tolic, L. ;iBimR.D. ;Anal . Chem200Q 72, 5356.

(20) Silvertand, L. H. H. ; Sastre Torano, J. ; van iBskom, W. P. ; de Jong, G. JJ.
Chromatogr. A2008 1204 157.

(21)Tang, Q. ; Harrata, A.K. ; Lee, C.8nal. Chenml995 67, 3515.

(22)Tang, Q. ; Harrata, A.K. ; Lee, C.Bnal. Chenil996 68, 2482.

(23)Clarke, N.J. ; Naylor, SBiomedical Chromatogi2002, 16, 287.

(24)Liu, T.; Shao, X.-X.; Zheng, R.; Xia, Q.-@cta Biochim. Biophys. Sinic2002 34,
423.

168



(25)Kuroda, Y.; Yukinaga, H.; Kitano, M.; Noguchi, TNemati, M.; Shibukawa, A.;
Nakagawa, T.; Matsuzaki, K. Pharm. Biomed. Ana2005 37, 423.

(26)Tang, Q.; Harrata, A.K.; Lee, C.3.Mass Spectromi 996 31, 1284.

(27)WEei, J. ; Yang, L. ; Harrata, A.K. ; Lee, CBHectrophoresid998 19, 2356.

(28)Tang, Q. ; Harrata, A.K. ; Lee, C.8nal. Chem1997, 69, 3177.

(29)Zzhang, QC.-X.; Xiang, F.; Pasa-Tolic, L.; Andmrs G.A. ; Veenstra, T.D.; Smith,
R.D.Anal. Chem200Q 72, 1462.

(30) Mohan, D. ; Pasa-Tolic, L. ; Masselon, C. D. {id,aN. ; Bogdanov, B. ; Hixson, K. K.
; Smith R. D. ; Lee, C. $Anal. Chem2003 75, 4432.

(31)Zhou, F. ; Johnston, M.\Anal. Chem2004 76, 2734.

(32)Storms, H.F. ; Van der Heijden, R. ; Tjaden, U.R/an der Greef, JElectrophoresis
2004 25, 3461.

(33)Storms, H.F. ; Van der Heijden, R. ; Tjaden, U.Ran der Greef, 1. Chromatogr. B
2005 824, 189.

(34)Lamoree, M.H. ; Tjaden, U.R. ; Van der Greef].JChromatogr. AL997, 777, 31.

(35)Lamoree, M.H.; Van der Hoever, R.A.M. ; Tjaden,RU; Van der Greef]). Mass
Spectrom199§ 33, 453.

(36) Storms, H. F. ; Van der Heijden, R. ; Tjaden, U; Ran der Greef , Rapid Commun.
Mass Spectrn2006 20, 3491.

(37)Yang, L.; Lee, C.S.; Hofstadler, S.A.; Smith, RAhal. Chem1998 70, 4945.

(38)Zhou, F.; Johnston, M.\Electrophoresi005 26, 1383.

(39) Zhou, F.; Hanson, T. E. ; Johnston, MAhal. Chem2007, 79, 7145.

(40) Chen, J. ; Balgley, B. M. ; DeVoe, D. L. ; Lee,&£Anal. Chem2003 75,3145.

(41) Wang, W. ; Guo, T. ; Song, T. ; Lee, C. S. ; BaygIB. M.Proteomic2007, 7, 1178.

(42) Wang, W. ; Guo, T. ; Rudnick, P. A. ; Song, Ti,; L ; Zhuang, Z. ; Zheng, W. ; DeVoe,
D. L.; Lee, C. S.; Balgley, B. MAnal. Chem2007, 79,1002.

(43) Martinovic, S. ; Pasa-Tolic, KL. ; Masselon Cenden, P.K. ; Stone, C.L. ; Smith, R.D.
Electrophoresi00Q 21, 2368.

(44)Jensen, P.K. ; Harrata, A.K. ; Lee, CABal. Chem 1998 70, 2044.

(45)Simo, C.; Elvira, C.; Gonzalez, N.; San Roman, Barbas, C.; Cifuentes, A.
Electrophoresi004 25, 2056.

(46)Ullsten, S. ; Zuberovic, A. ; Wetterhall, M. ; Haborg, E.; Markides, K.E.; Bergquist,
J.Electrophoresif004 25, 2090.

(47)Li, M. ; Liu, L. ; Wu, J.T. ; Lubman, DAnal. Chem 1997, 69, 2451.

169



(48)Kelly, J.F. ; Ramaley, L. ; Thibault, Rnal. Chem1997, 69, 51.

(49)Liu, T.; Li, J.D.; Zeng, R.; Shao, X.X., Wang,X; Xia, Q.C.Anal. Chem2001, 73,
5875.

(50)Lai, C.C.; Her, G.RRapid Commun. Mass Spectrd00Q 14, 2012.

(51)Soga, T.; Ueno, Y.; Naraoka, H.; Ohashi, Y. ; TlamM.; Nishioka, T.Anal. Chem
2002 74, 2233.

(52)Busnel, J.M.; Varenne, A.; Descroix, S.; Pelti®,; Gohon, Y.; Gareil, P.
Electrophoresi005 26, 3369.

(53)lavarone, A.T. ; Williams, E.RInternationald. Mass Spectron2002 219, 63.

(54)Mokaddem, M., Gareil, P., Belgaied, J.E., VaremheElectrophoresi2008 29, 1957-
1964.

(55)Mokaddem, M., Gareil, P., Belgaied, J.E., Vareme;lectrophoresisubmitted

(56)Jensen, P. K. ; Pasa-Tolic, L. ; Anderson, G.Aotrér, J.A. ; Lipton, M.S. ; Bruce, J.E. ;
Smith, R.D.Anal. Chem1999 71, 2076.

170



C-Conclusion

L’ESI-MS présente des avantages majeurs compamadine a la détection UV,
traditionnellement utilisée lors de séparations @dEF. Le couplage entre ces deux
instruments analytiques permet d’obtenir simultaséimune résolution élevée et une
détermination précise des masses moléculaires despasés analysés. Le couplage
CIEF/ESI-MS apparait donc comme une alternativecdeix a la séparation 2D-PAGE,
sachant qu’elle fournit d’'une part des informaticns les p et les masses moléculaires, mais
présente également des avantages potentiels sugphlins, notamment la facilité
d'automatisation de la méthode, des temps d’aralymaucoup plus courts et permet
d’'accéder directement aux masses moléculaires. Bam®ntexte, nous avons donc mis en
place un nouveau protocole intégré « original », mprmet d’améliorer le couplage de la
CIEF avec la spectrométrie de masse, pour I'analgs®ut type de protéines. Au moment de
la rédaction de cette thése et a notre meilleunmassance, ce couplage automatisé en une
seule étape, allie pour la premiére fois :

- une continuité électrique, durant tout le proasesd’analyse, grace a un remplissage
partiel du capillaire : catholyte / mélange proé&srampholytes dans les proportions 60:40
(cm/cm),

- un gel anticonvectif, glycérol/eau 30:70 (v/vpnupatible avec la détection MS, et
permettant la solubilisation des protéines hydrashét hydrophobes,

- l'utilisation de capillaires en silice vierge nomodifiés, sachant que le milieu
glycérol/eau réduit fortement le flux électroosmgai, se passant ainsi de l'utilisation de
capillaires greffés couteux et a faible durée @e vi

La composition du catholyte et de l'‘anolyte a épdimisée, afin d‘étre compatible
avec la détection MS et de permettre la locabsatie la zone du gradient de pH, par I'ajout
de marqueurs MS. D’autres facteurs ont égalemeénvgimisés tels que la concentration des
ampholytes, le temps de focalisation, la teneuglgoérol, la température du gaz séchant, la
pression du gaz nébulisant, ainsi que le débitiquide additionnel, tenant compte de
l'intensité des pics et de leur efficacité, du tengpanalyse total et de la précision pour la
détermination des Ip Ce nouveau protocole devrait étre un outil effecapour la
caractérisation de mélange de protéines de con@larayenne, offrant 'avantage de pouvoir
analyser simultanément un mélange de plusieur®ipest hydrophobes et hydrophiles. Au
cours de ce travail nous avons donc démontré sabfdité d’'un couplage CIEF/ESI-MS en
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milieu glycérol/eau avec I'utilisation d’'un capilla en silice vierge. Dans le futur, ce nouveau
protocole pourrait étre appligué au couplage deCIBF avec des analyseurs MS plus
sophistiqués, tel que I'analyseur FTICR, 53]
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Conclusion générale

Depuis cette derniere décennie le couplage CE/ESBMonnu un engouement accru
et ce dans divers domaines d’applications, caeiimgt d’avoir un mode de détection tres
sensible et sélectif, et d’apporter une informasan la structure chimique des analytes. C’est
dans ce contexte que nos travaux se sont portd&tude du couplage de I'électrophoréese
capillaire avec la spectrométrie de massae,une interface a électronébulisation (CE/ESI-
MS), qui est l'interface la plus couramment empkyet en particulier la compréhension des
phénomenes a linterface et le développement develles méthodologies pour des

échantillons complexes et pour les séparationgogafisation isoélectrique.

Dans un premier temps, nous nous sommes penché&sule des phénomeénes
inhérents a linterface a électronébulisation auitle additionnel coaxial, la plus
communément utilisée pour la mise en place d'unpleme CE/ESI-MS. Une étude
approfondie a été réalisée sur I'effet de succigpasaissant avec cette interface triple entrée
a liquide additionnel coaxial. Il est apparu qué effet était non seulement généré par le
meélangeage des trois fluides de l'interface a latpalu capillaire (c'est-a-dire gaz nébulisant,
liquide additionnel et électrolyte de séparatiosf),dépendait des vitesses respectives de
chacun d'eux, mais également par la position dil&@iap au niveau de I'aiguille d’interface
ou encore la température du gaz séchant. Il aétoitré au cours de cette étude que I'effet
de succion était principalement influencé par Iditdélu gaz nébulisant. Cependant, la
position du capillaire de séparation, le débitidaitle additionnel, et le flux d’électrolyte ont
tout de méme un impact, moins important, mais Sgatif sur ce phénomene. Une étude
approfondie sur l'effet de dilution a également édélisée. Cet effet est d0 au mélange, a
I'interface, entre I'électrolyte de séparationecliduide additionnel, a des débits sensiblement
différents, en présence de gaz nébulisant. Cet eiedilution semble étre légerement
inférieur a ce qui pouvait étre prévu par le rappbéorique des débits d’électrolyte de
séparation et de liquide additionnel. Finalemeat,géométrie du céne de Taylor est un
parameétre important ayant une influence sur lesteffle succion et de dilution. Cette
géométrie semblerait dépendre principalement dfil gtode la vitesse des fluides émergeant

a l'interface.
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Dans un second temps, nous avons mis en place etteodologie pour I'analyse
simultanée d'un mélange de composés cationiqupslganioniques, par couplage CE/ESI-
MS. Une des problématiques principales du couptigéélectrophorése capillaire avec la
spectrométrie de masse avec une source a éleatimadion réside dans le maintien du
contact électrique pour la séparation électropiguét En I'absence de flacon d’électrolyte a
la sortie du capillaire de CE, un écoulement mimimule liquide est nécessaire entre la CE et
la MS, afin de maintenir le contact électrique deniare continue. Cette condition est le plus
souvent rencontrée lors de la séparation en pdlpositive dans un capillaire en silice vierge,
pour l'analyse de composeés cationiques et poualee de composés anioniques de faible
mobilité électrophorétique, pouvant étre entrav@s l'interface a électronébulisation. Lors
de Tlanalyse des anions de mobilité électrophouétigsupérieure a la mobilité
électroosmotique en valeur absolue, séparés clessent en polarité négative, une déplétion
en électrolyte a I'extrémité de sortie du capidagmpécherait le contact électrique de se faire.
Dans ce contexte, hous avons proposeé des techratjaesatives qui permettraient d’analyser
simultanément par couplage CE/ESI-MS des compaémn@ues et anioniques de mobilité
électrophorétique tres élevée en valeur absoluer. €a, la paroi interne des capillaires de
CE a été modifiee (type DB-1 ou Polybrene) et uresgion hydrodynamique a parfois été
ajouté a la tension de séparation, afin de cdrdlancer I'écoulement électroosmotique
cathodique résiduel. Ces deux stratégies peuvenappliquées a pratiguement toutes sortes
de mélanges complexes, permettant d'analyser singutent, par couplage CE/ESI-MS, tous
les composés anioniques et presque tous les compaseéniques, avec des temps d’analyse

raisonnables (en moins de 30 minutes) et avec aneerésolution.

Finalement, nous avons mis en place un nouveaoquiet « original », permettant le
couplage CIEF/ESI-MS, pour I'analyse de tout typepdotéines. Cette méthodologie permet
() d'avoir une continuité électrique, durant tolg processus d’analyse, grace a un
remplissage partiel du capillaire : catholyte / am€le protéines-ampholytes dans les
proportions 60:40 (cm/cm), (ii) d’utiliser un milieanticonvectif, glycérol/eau 30:70 (v/v),
compatible avec la détection MS, et permettanblalslisation des protéines hydrophiles et
hydrophobes, et (iii) 'emploi de capillaires ericg vierge non modifiés, sachant que le
milieu glycérol/eau réduit fortement le écouleméleictroosmotique, évitant ainsi I'utilisation
de capillaires greffés couteux et a faible duréevide Ce couplage a permis d’obtenir
simultanément une résolution élevée et une détatinmprécise des masses moléculaires des

composeés analysés. Le couplage CIEF/ESI-MS apmiad comme une alternative de choix
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a la séparation 2D-PAGE, sachant qu’elle fourniing’ part des informations sur ldsep les
masses moléculaires, mais présente également dedages potentiels supplémentaires,
notamment la facilité d'automatisation de la méthaiks temps d’analyses beaucoup plus
courts et I'acceés direct aux masses moléculairemnidliveau protocole CIEF/ESI-MS devrait
étre un outil efficace pour la caractérisation d#dange de protéines de complexité moyenne,
offrant I'avantage de pouvoir analyser simultanémam mélange de plusieurs protéines
hydrophobes et hydrophiles. Dans le futur, ce nauverotocole pourrait étre appliqué au
couplage de la CIEF avec des spectrométres de malsse sophistiqués de haute
performance.

Ainsi, ces travaux ont montré en méme temps le dygaotentiel de ce couplage
CE/ESI-MS, mais aussi les contraintes et les parasiénfluencant ces contraintes. Apres
avoir réussi a mettre en ceuvre un couplage en tigna focalisation isoélectrique capillaire
avec la spectrométrie de massa une interface a électronébulisation, il seraiéiessant
d’appliquer ce couplage CIEF/ESI-MS pour l'analyd®in mélange réel de protéines
hydrophiles et hydrophobes de complexité moyenaenPles différents modes de séparation
électrophorétiques, la CZE et la CIEF ont été lesgouvent couplées a la spectrométrie de
masse. Il serait intéressant de poursuivre I'eBartle développement de couplages originaux
et faciles de mise en ceuvre pour les autres moelegparation électrophorétiques, et en
particulier pour la CGE, couplage qui a été tras gécrit du fait de I'incompatibilité des gels
classiques avec la spectrométrie de masse, quigioétre envisagee par exemple avec un

remplissage partiel du capillaire par un gel.
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Résumeé

Au cours de ce travail nous avons étudié les phéneside succion et de dilution
pouvant avoir lieu a linterface d’électronébulisat dans un couplage en I'électrophorese
capillaire et la spectrométrie de masse (CE/ESI-NM3) été montré l'influence de différents
parametres, dont les débits de mélangeage dedltidiss émergeant de I'aiguille d’interface
et la géométrie de l'interface, qui modifient lenedde Taylor. Dans le cadre de I'analyse de
meélanges complexes, une stratégie de séparationltaimde de composés cationiques et
polyanioniques par couplage CZE/ESI-MS a ensuiengse en ceuvre. Enfin un nouveau
protocole de couplage CIEF/ESI-MS a été développiEsentant des avantages nouveau : (i)
une automatisation simple et totale du couplagg,l'éinalyse de protéines hydrophiles et
hydrophobes et (iii) I'emploi de capillaires peulteux.

Summary

During this work we have studied suction and didatphenomena which may occur at
the electrospray interface between capillary etgdtoresis and mass spectrometry coupling
(CE/ESI-MS). The influence of various parameters wenphasized, among which the flow
rate of the three mixing fluids emerging from iféee and the geometry of the interface,
which modifies the Taylor cone. As far as complextares are concerned, a strategy of
simultaneous separation of cationic and polyanioomnpounds by CZE/ESI-MS was
elaborated. Finally, a new protocol of coupling EIESI-MS was developed, presenting new
advantages: (i) an easy automation of the couplfig,the analysis of hydrophilic and
hydrophobic proteins and (iii) the use of low-coapillaries.
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