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Historique rapide
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Année Auteur Contribution

1791 Faraday Loi d’électrolyse

1856 Hittorf Définition du nombre de transport t+, t–

1897 Kohlrausch Fonction de régulation, migration

1930 Tiselius Electrophorèse – prix Nobel 1948

1967 Hjertén Electrophorèse capillaire de zone

1981 Jorgenson Electrophorèse capillaire (75 µm)

1989 Appareils commerciaux

Faraday

Hittorf

,
,

KohlrauschTiseliusHjertén



Electrophorèse CapillaireCommissariat à l’énergie atomique et aux énergies alternatives

Avantages de la CE
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• Capillaire 20 – 100 µm diamètre interne
• Tension 0 -30 kV (jusqu’à 500 V/cm)
• Effet Joule limite la tension maximale
• Très grande efficacité (N > 105 – 106)
• Temps d’analyse court
• Détection in situ miniaturisée (DAD, LIF, Abs.) ou ex situ (MS)
• Faible quantité injectée (1 – 50 nL)
• Opère en phase aqueuse ou organique
• Très automatisé
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Aspects théoriques

Solution aqueuse de CsCl 1 mol.L–1, 27 molécules d’eau pour un ion.
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Aspect théorique
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Sans champ 
Avec champ 

Les ions sont des particules chargées
entourées d’une atmosphère ionique mais ils
ont aussi un mouvement brownien

Onsager
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Migration des ions sous 
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En appliquant une différence de potentiel V entre deux électrodes distantes de d, on crée un champ électrique:

𝐸 =
𝑉

𝑑
 (𝑉. 𝑐𝑚 )

La force électrique qui s'exerce sur un ion de charge 𝑧 𝑒 soumis au champ E, sera 
donnée par :

𝑭 = 𝒛𝒊 ∙ 𝒆 ∙ 𝑬
Dans un liquide de viscosité , la force de frottement est donnée par la loi de Stokes, où r est le rayon de l'ion 
hydraté.

𝑭 = 𝟔𝝅 ∙ 𝜼 ∙ 𝒓 ∙ 𝒗
L’équilibre est rapidement atteint entre la force de frottement et l’accélération par le champ électrique tel que l’ion 
atteint instantanément une vitesse uniforme 𝑣 :

𝑧 ∙ 𝑒 ∙ 𝐸 = 6𝜋 ∙ 𝜂 ∙ 𝑟 ∙ 𝑣

D’où : 𝑣 =
∙ ∙  
∙ ∙

.

Puisque la mobilité est définie comme : 𝜇 =

𝒊
𝒊

𝒊

𝟐 𝟏 𝟏
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Traitement de Onsager-Fuoss
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Dépendances multiples :
- force ionique, viscosité,  température,  permittivité électrique.

Domaine de validité pour les théories de transport des ions : I < 0,1 M, pas de 
formule explicite aux concentrations supérieures.

Traitement de Onsager & Fuoss (pour un nombre quelconque d’ions):

Effet Electrophorétique
(correction hydrodynamique)

Effet de Relaxation
(correction électrostatique)

= freinage électrostatique dû à 
l’atmosphère ionique

= freinage hydrodynamique dû à 
la friction

Onsager L., Fuoss R.M., J. Phys. Chem. 36 (1932) 2689-2778
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Exemples – quelques valeurs de 𝟎 pour les cations
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Exercice – calcul d’une mobilité électrophorétique
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µ en m².V–1.s–1

E en V.m–1

Exemple :  Na+
0 = 51,94 10–5 cm².V–1s–1

= 25000 V
= 60 cm

Vitesse de l’ion sodium ?

Temps de migration pour parcourir la 
totalité du capillaire ?



Electrophorèse CapillaireCommissariat à l’énergie atomique et aux énergies alternatives

Paramètres influents sur 𝟎 – la charge 
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Paramètres influents sur 𝟎 – la taille (rayon d’hydratation) 
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Plus un ion est gros, pour une charge donnée, plus il est lent.

𝒊
𝒊

𝒊 +4+3
+2
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Exception !

Règle :
• quand : assez vrai 

pour = +2 et +3
• Faux pour = +1  (effet 

inverse)
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Paramètres influents sur 𝟎 – rapport charge effective sur rayon d’hydratation
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Paramètres influents sur 𝟎 – les effets du milieu 1) température
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𝜇 𝐼, 𝑇 = 𝝁𝟎 𝑻 −
𝑒

12𝜋
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Paramètres influents sur 𝟎 – les effets du milieu 2) permittivité
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La permittivité, plus précisément permittivité diélectrique, est une propriété physique 
qui décrit la réponse d‘un milieu donné à un champ électrique appliqué.

Permittivité relative (par rapport au vide)

𝜀 : permittivité du matériau, de la solution
𝜀 : permittivité du vide
𝜀 : permittivité relative

Permittivité relative du vide ?

Permittivité relative de l’eau = 78,54
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Paramètres influents sur 𝟎 – les effets du milieu 2) permittivité …
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𝜇 𝐼, 𝑇 = 𝜇 𝑇 −
𝑒

12𝜋

𝒩

𝜺𝑘𝑇
∙ 𝑧 ∙ 𝜇 𝑇 𝐶 𝑅 +

𝑒

6𝜋𝜂

𝒩

𝜺𝑘𝑇
∙ 𝑧

𝐼

1 +
𝐵𝑎

2
𝐼

𝜺 dépend de :
- La température
- La nature du sel
- La concentration

Les données sont rares !

𝜀 = 𝜀 − 𝛿𝐶

𝜀 = 𝜀 − 𝛿𝐶 + 𝛾 𝐶

Quelques expressions :

𝜀 − 1

𝜀 + 2
=

𝜀 − 1

𝜀 + 2
+ 𝑎𝐶 I < 0,2 M, la décroissance est faible (≈2,5% à 25 °C)
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Permittivité – quelques sels et relations empiriques
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Sel Equation Référence

H2O 𝜀 𝑡 = 78,54[1 − 4,579. 10 𝑡 − 25
+ 1,19. 10 𝑡 − 25 − 2,8. 10 𝑡 − 25 ]

Lileev A. et al., J. mol. Liq., 150 
(2009) 4-8

NH4ClO4 𝑙𝑛
𝜀 𝑡, 𝐶

𝜀 𝑡
= 𝐶[−0,1282363750 − 2,6298. 10 𝑡

+ 1,04255. 10 𝑡 ]

Lileev A. et al., J. mol. Liq., 150 
(2009) 4-8

NaOH 𝜀 25, 𝐶 = 78,33 − 19,928504𝐶 + 6,119554 𝐶 Buchner R. et al., J Phys Chem B, 103 
(1999) 11186-11190

NaClO4 𝜀 25, 𝐶 = 78,33 − 14,517662𝐶 + 2,985822 𝐶 Wachter W. et al., J Phys Chem A, 
109 (2005) 8675-8683

Na2SO4 𝜀 25, 𝐶 = 78,33 − 41,020752𝐶 + 15,573503 𝐶 Buchner R. et al., J Phys Chem B, 103 
(1999) 11186-11190

KCl 𝜀 26,6; 0,0037 = 79,24 ± 0,88
𝜀 26,6; 0,014 = 79,01 ± 0,33

Drake F.H., et al., Phys. Rev., 35 (1930)     
613-622

Tout sel
0 < 𝐶 < 1 𝑀

𝜺 = 𝟕𝟖, 𝟓𝟒 − 𝜹𝑪
𝜹 = 𝜹 + 𝜹

Marcus Y., J. Solution Chem. 42 (2013) 
2354-2363
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Valeurs expérimentales pour 𝒘
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Cation 𝜹 Anion 𝜹

𝑯𝟑𝑶 16 𝑶𝑯 8
𝑳𝒊 8 𝑭 4

𝑵𝒂 7 𝑪𝒍 5
𝑲 6 𝑩𝒓 6

𝑹𝒃 6 𝑰 7
𝑪𝒔 5 𝑵𝑶𝟑 5
𝑨𝒈 1 𝑪𝒍𝑶𝟒 10
𝑵𝑯𝟒 4 𝑩𝑭𝟒 10

𝑴𝒈𝟐 24 𝑯𝑪𝑶𝟐 4
𝑪𝒂𝟐 17 𝑺𝑶𝟒

𝟐 (7)
𝑺𝒓𝟐 14
𝑩𝒂𝟐 10
𝑪𝒅𝟐 20
𝒀𝟑 22

𝑳𝒂𝟑 25
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Paramètres influents sur 𝟎 – les effets du milieu 3) viscosité
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𝜇 𝐼, 𝑇 = 𝜇 𝑇 −
𝑒

12𝜋

𝒩

𝜀𝑘𝑇
∙ 𝑧 ∙ 𝜇 𝑇 𝐶 𝑅 +

e

6π𝛈

𝒩

εkT
∙ 𝑧

𝐼

1 +
𝐵𝑎

2
𝐼

dépend de:
- La température
- La nature du sel
- La concentration

Les données sont nombreuses !

« Extended Jones-Dole equation »

Autre modèle (T, C)



Electrophorèse CapillaireCommissariat à l’énergie atomique et aux énergies alternatives

Viscosité – quelques sels et relations empiriques
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Sel Equation Référence

H2O
0 < 𝑡 < 20

20 < 𝑡 < 100

log 𝜂 =
1301

998,333 + 8,1855 𝑡 − 20 + 0,00585 𝑡 − 20
− 1,30233

𝑙𝑜𝑔
𝜂

𝜂
=

1,3272 20 − 𝑡 − 0,001053 𝑡 − 20

𝑡 + 105

Hardy R.C., Cottingto R.L., J. Res. 
NBS 42 (1949) 573

Swindells J.F., NBS, unpublished
results

NaClO4 𝜂 25, 𝐶 = 𝜂 1 + 0,00702 𝐶 + 0,0151𝐶 + 0,029507𝐶 Nightingale E.R., J. Phys. Chem, 
63(5) (1959) 742-743

NaCl 𝜂 25, 𝐶 = 𝜂 1 + 0,007271 𝐶 + 0,076922𝐶 + 0,011167𝐶

𝑙𝑛
𝜂 𝑡, 𝐶

𝜂 𝑡
= [ −0,21319213 + 1,3651589. 10 𝑡 − 1,2191756. 10 𝑡

× 𝐶
+ (0.069161945 − 2,7292263. 10 𝑡
− 2,085244810 𝑡 ) × 𝐶 +(−2,5988855. 10
− 7,7989227. 10 𝑡) × 𝐶 ]

Hai-Lang Z., Shi-Jun H., J. Chem. 
Eng. Data, 41 (1996) 516-520
Mao S., et al., Int. J. Thermophys., 
30 (2009) 1510-1523

NaNO3 𝜂 25, 𝐶 = 𝜂 1 + 0,0005880 𝐶 − 0,039245𝐶 + 0,022416𝐶 Janz G.J. et al., J. Phys. Chem., 
74(6) (1970) 1285-1289
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Paramètres influents sur 𝟎 – exemple des effets combinés de la permittivité et de la viscosité
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Contrôle des paramètres influents  accès à des informations structurales

21

5 6 7 8 9 10 11 12

-3x10-4

-2x10-4

-1x10-4

0

1x10-4

2x10-4

0

20

40

60

80

100
PuO

2
(CO

3
)5–

3

PuO
2
(CO

3
)3–

2 ap
p

. (
cm

2 .V
–1

.s
–1

)

pH

PuO+

2

PuO
2
CO–

3

On peut aussi s’intéresser à la variation 
de 𝜇 en fonction d’autres paramètres 
comme la charge moyenne du 
complexe.

Dynamique moléculaire quantique (ex. en phase gazeuse)

𝝁𝒊 = 𝜶𝒊𝝁𝒊

𝒊
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Contrôle des paramètres influents  accès à des informations structurales …
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𝝁𝒊 =

𝒛𝒊 ∙ 𝒆

𝟔𝝅 ∙ 𝜼 ∙ 𝒓𝒊

Modèle de Stokes

Hypothèse : dPu…O = 2,44 Å pour tous carbonates  𝝁 = 𝒇 𝒛

[1] Aupiais J., Dalton Trans., 45 3759-3770 (2016)
[2] Topin S., Electrophoresis. 30, 1747-1755 (2009)

[3] Alexandre J.C., Radiochim. Acta. 106 (2018) 801-807
[4] Aupiais J. et al Eur. J. Inorg. Chem. (2020) 216-225
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Contrôle des paramètres influents  accès à des informations structurales …
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dPu…O = 2,44 Å

dPu…O = 2,61 Å

… ou s’intéresser à la variation 
de en fonction du rapport 
charge sur distance 
intramoléculaire .

𝝁𝒊 =
𝒛𝒊 ∙ 𝒆

𝟔𝝅 ∙ 𝜼 ∙ 𝒓𝒊
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Electrophorèse capillaire - principes
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Schéma simplifié d’un appareil d’électrophorèse capillaire

25
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Capillaire en silice fondue
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-200 -150 -100 -50 0 50 100 150 200
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135 µm
Caractéristiques générales

Diamètre externe = 360 µm
Diamètre interne = 20–100 µm
Polyimide = 15 µm

Longueur = 30–100 cm
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Electroosmose
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Nature : c'est un phénomène de transport des

molécules de solvant dû à l'existence d'une double

couche électrique à une interface solide-liquide.

eo : mobilité électroosmotique
r et  : constante diélectrique et viscosité du solvant
0 : permittivité du vide (8,85.10–12 C²N–1m–2)

: potentiel zêta

pK = 9,81 ± 0,02
En pratique, plage de valeurs plutôt qu’une valeur unique ! (interactions 
(d-p) chaîne Si-O)
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Le potentiel zêta 
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Définition potentiel :

 : épaisseur de la double couche,
 : densité de charges par unité de surface.

Double couche –1 :

R : constante des gaz parfaits,
T : température absolue,
z et cE : charge et concentration de 
l'électrolyte.
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Valeurs typiques du potentiel zêta

29

CE Z+/Z– (nm) Z+/Z– (nm)

0,001 1:1 9,61 1:2, 2:1 5,56

2:2 4,81 1:3, 3:1 3,93

3:3 3,20 2:3, 3:2 2,49

0,01 1:1 3,04 1:2, 2:1 1,76

2:2 1,52 1:3, 3:1 1,24

3:3 1,01 2:3, 3:2 0,787

0,1 1:1 0,961 1:2, 2:1 0,556

2:2 0,481 1:3, 3:1 0,393

3:3 0,320 2:3, 3:2 0,249

Electrolyte symétrique Electrolyte asymétrique

qq nm !

Profil de vélocité du flux 
électroosmotique indépendant du 
diamètre (jusqu’à 200-300 µM)
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Variation de 𝒆𝒐 en fonction du pH et de la température

30

Tseng S. et al, Theoretical study of temperature influence on the electrophoresis of a 
pH-regulated polyelectrolyte, Analytica Chimica Acta, 847 (2014) 80-89.

Diapo #92
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Avantage d’avoir un flux électroosmotique

31

Le flux eo met en mouvement toutes les espèces (neutres comprises), indépendamment de 
la charge dans une même direction.

Sans traitement de la surface interne du capillaire, le flux eo est toujours dirigé vers la 
cathode.

Diapo #101
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Le temps de migration avec des appareils commerciaux

32

Longueur totale du capillaire dans 
lequel est appliqué une tension V : 
Longueur jusqu’à la fenêtre du 
détecteur : 

l : distance entre le point d’injection et le point de 
détection,
L : longueur totale du capillaire,
V : tension appliquée.

Diapo #105
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Le flux électroosmotique – conséquences

33

pH 5  5,18 : 

• Electrolyte tampon obligatoire
• Si analyte possède un pKa, alors

l’électrolyte doit tamponner à
pKa – 1 < pH < pKa + 1

Ne pas utiliser le même capillaire pour 
des expériences à pH très acide et à pH 
très basique.
De préférence, utiliser un capillaire par 
méthode

pH Effet
mémoire
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Effets dispersifs
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Quelques rappels en chromatographie

35

Efficacité :
Hauteur de plateaux théoriques :

: variance spatiale après un 
parcours 
Nombre de plateaux théoriques :

Particularité des capillaires : pas ou peu de diffusion radiale, ni de convection (longitudinale)



Electrophorèse CapillaireCommissariat à l’énergie atomique et aux énergies alternatives

Dispersion – diffusion

36

𝝈𝒍
𝟐

= 𝝈𝑫𝒊𝒇𝒇𝒖𝒔𝒊𝒐𝒏
𝟐

+ 𝜎

+ 𝜎 é

+ 𝜎

+ 𝜎 é

+ 𝜎

+ ⋯

Rappel :

Dans le cas de l’électrophorèse capillaire :

Conséquences :
• Application de champ 

électrique élevé ( )
• Les grosses molécules 

auront une grande 
résolution ( ou 𝒆𝒑)
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Dispersion – injection
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𝝈𝒍
𝟐

= 𝜎

+ 𝝈𝒊𝒏𝒋𝒆𝒄𝒕𝒊𝒐𝒏
𝟐

+ 𝜎 é

+ 𝜎

+ 𝜎 é

+ 𝜎

+ ⋯

Idéalement, la longueur de l’injection 
(plug) devrait être inférieure à celle de la 
diffusion soit .

En pratique, la largeur du plug 
d’injection doit être  inférieur à 
1-2 % de la longueur totale du 
capillaire
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Dispersion – température
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𝝈𝒍
𝟐

= 𝜎

+ 𝜎

+ 𝝈𝑻𝒆𝒎𝒑é𝒓𝒂𝒕𝒖𝒓𝒆
𝟐

+ 𝜎

+ 𝜎 é

+ 𝜎

+ ⋯
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𝑇0 température interne capillaire
𝑇𝑎 température externe au capillaire
𝑆𝑒 = 𝐼2/𝑘𝑒; 𝐼 densité de courant,
𝑘 conductivité électrique de l’électrolyte
𝑘𝑏 conductivité thermique de l’eau*
𝑘𝑔 conductivité thermique du verre
𝑘𝑝 conductivité thermique du polyimide
ℎ coefficient de transfert de chaleur

Matériau Conductivité thermique

QUARTZ 1,4 W m–1 K–1

VERRE
BOROSILICATE

1,0 W m–1 K–1

POLYIMIDE 0,15 W m–1 K–1

EAU 0,6 W m–1 K–1

METHANOL 0,2 W m–1 K–1

AIR 0,025 W m–1 K–1

Quelques exemples de conductivité thermique 

*Eau (T en °C):
𝑘 = 0,5605 + 1,998. 10 𝑇 − 7,765. 10 𝑇
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Température – calcul de l’élévation de température
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Méthode d’Evenhuis

Evenhuis, C.J., Guijt, R.M., Macka, M., Marriott, P.J., Haddad, P.R.: Internal electrolyte temperatures for polymer and fused-silica capillaries used in capillary electrophoresis. Electrophoresis 
26, 4333–4344 (2005)

Avec :
𝐺 = : conductance de la solution subissant un effet
Joule,
𝐺 : conductance de cette même solution sans effet
Joule,
Δ𝑇 : différence de température entre l’intérieur du 
capillaire et du système de refroidissement,
𝛾 : coefficient thermique de la conductivité électrique
qui peut être déterminé expérimentalement à partir de 
la conductivité électrique 𝜅𝑒 de l’électrolyte extrapolée à 
une puissance nulle.

BGE : chromate/borate buffer pH 9
𝐼 = 16 mM
𝑇 = 𝟔𝟎 °𝑪

La conductivité électrique s’exprime en Siemens par mètre : S.m–1 = –1.m–1.
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Température – dépendance de la conductivité électrique à la température 

40

γ n’est pas une constante !

Exemple :
@ 25 °C 

@ 50 °C 

Diapo #106

Diapo #95
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Température – le coefficient de transfert de chaleur
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Quelques exemples :
air (25°C) v = 2 m/s 263[1]

11-114, 240[2]

Agilent HP3D CE v = 10 m/s 312[2]

liquide jusqu’à 10000
Beckman PACE/MDQ (25°C) 940[3]

Beckman PACE/MDQ (15-60°C) 1110 ± 88[4]

[1] Grossman, P. D.; Colburn, J. C. Capillary 
Electrophoresis - Theory and Practice; Academic Press, 
Inc.: San Diego, 1992.
[2] Evenhuis, C. J.; Guijt, R. M.; Macka, M.; Marriott, P. J.; 
Haddad, P. R. Anal. Chem. 2006, 78, 2684-2693.
[3] Peterson, N. J.; Nikolajsen, R. P. H.; Mogensen, K. B.; 
Kutter, J. P. Electrophoresis 2004, 25, 253-269
[4] Aupiais, J., J. Solution Chem. 2011, 40, 1629-1644.
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Température – optimisation et effet de la température
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Exemple: capillaire 50 µm x 360 µm, NaNO3 0,1 M, « coolant » : T = 55 °C

Vérification de la loi d’Ohm

𝑽 = 𝟏𝟓 𝒌𝑽, tension optimale en terme de temps de 
séparation (effet Joule contrôlé par le système de 
refroidissement).

Calcul de 

𝑽 = 𝟖 𝒌𝑽, tension optimale en terme de contrôle de l’élévation 
de température (∆𝑻 ≤ 𝟏 °𝑪).
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Température – effet externe

43

zone non
thermostatée

y = -401x + 3.94
R² = 0.9987

2.40

2.50

2.60

2.70

2.80

0.003 0.0031 0.0032 0.0033 0.0034 0.0035

1/T (K-1)

ln
 K

0,
1M 55° 45°

35°

15°

25°

Complexation de Ca2+ par SeO4
2–

I= 0,1 M , pH = 3,5,  U = 8 kV, T= (15 ± 0,2)°C, (35 ± 0,3)°C, (45 ± 0,3)°C, (55 ± 0,3)°C

Loi de van’t Hoff :
V. Philippini, J. Aupiais, et al., Electrophoresis, 30 (2009) 3582-3590

∆ 𝐻 = 3,3 ± 0,3 𝑘𝐽. 𝑚𝑜𝑙
∆ 𝑆 = 33 ± 1 𝐽. 𝑚𝑜𝑙 . 𝐾
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Dispersion – adsorption

44

𝝈𝒍
𝟐

= 𝜎

+ 𝜎

+ 𝜎 é

+ 𝝈𝑨𝒅𝒔𝒐𝒓𝒑𝒕𝒊𝒐𝒏
𝟐

+ 𝜎 é

+ 𝜎

+ ⋯
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2 2,5 3 3,5 4 4,5 5

Temps (min)

24,5

25,5

26,5

27,5

28,5

Unité d'absorbance (V) (1E-3)

Cs

Rb

NH4

K

Ca

Na

Sr Mg

Ba Li

Cs, Rb : 3,0 mg/l
NH4, K : 1,0 mg/l
Ca, Na : 1,0 mg/l

Sr : 1,5 mg/l
Mg : 0,4 mg/l
Ba : 2,0 mg/l
Li : 0,2 mg/l

Capillaire 60cm, V=20kV,
[tropolone]=5mM,
[18-crown-6]=2mM, 
[UV-Cat2]=3mM
U.V. 185 nm

Dispersion – électrodispersion

45

𝝈𝒍
𝟐

= 𝜎

+ 𝜎

+ 𝜎 é

+ 𝜎

+ 𝜎 é

+ 𝝈𝑬𝒍𝒆𝒄𝒕𝒓𝒐𝒅𝒊𝒔𝒑𝒆𝒓𝒔𝒊𝒐𝒏
𝟐

+ ⋯

 Perturbation locale du champ électrique par le passage d'une zone solutée
 Dispersion de la vitesse de migration
 Profil dissymétrique du pic

Diapo #98
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Electrodispersion – fonction de régulation de Kohlrausch

46

L’électrodispersion (mais aussi le stacking et la détection photométrique) peut être 
prédite théoriquement en solutionnant les équations de déplacement aux limites. 
Friedrich Kohlrausch trouva une solution élégante en 1897. Elle est désormais appelée 
« fonction de régulation de Kohlrausch » (KRF).

A retenir : est dépendant de la distance mais indépendant du temps.
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Electrodispersion – fonction de régulation de Kohlrausch …

47

Conductance

Champ électrique

BGE : Cation A + Anion B
Echantillon : ions j
𝜇 : mobilité réduite

et

• si 𝒋 > 1 alors ES < EBGE traîne à l’arrière 
du pic

• si 𝒋 = 1 alors ES = EBGE pic symétrique
• si 𝒋 < 1 alors ES > EBGE traîne à l’avant 

du pic
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Dispersion – extrémité du capillaire

48

𝝈𝒍
𝟐

= 𝜎

+ 𝜎

+ 𝜎 é

+ 𝜎

+ 𝜎 é

+ 𝜎

+ 𝒂𝒖𝒕𝒓𝒆𝒔

à la coupe
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Les modes d’injection
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Trois modes d’injection sont disponibles

50
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Mode d’injection – hydrodynamique

51

Injection par 
𝒊𝒏𝒋

𝟒
𝒊𝒏𝒋

P : différence de pression appliquée
d : diamètre interne du capillaire
tinj : temps d’injection
 : viscosité de l’électrolyte
L : longueur totale du capillaire

Injection par 
 : densité de l’électrolyte
g : 9,807 m/s2

h : hauteur entre les réservoirs Il suffit de d’exprimer en fonction de 
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Injection hydrodynamique – performances

52

• Répétabilité inférieure à 3 %
• Volume injecté – qq nL (< 1-2 % volume 

total)
• Diamètre minimum (méthode h) = 30 

µm
• Méthode P moins bonne que h
• Composition injectée identique à la 

composition initiale de l’échantillon
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Mode d’injection – électrocinétique

53

𝒊 𝒆𝒐𝒇
𝟐

𝒊𝒏𝒋

𝜇 : mobilité de l’ion i
𝜇 : mobilité électroosmotique
tinj : temps d’injection
V : tension
C : concentration de l’ion i
r : rayon interne du capillaire

Tension d’injection : 3-5 fois moindre que la tension d’analyse
Temps d’injection : 10-30 s

la composition injectée est différente de la composition initiale 
de l’échantillon
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Injection électrocinétique – FASS (Field Amplified Sample Stacking)

54

La zone contenant l’analyte doit avoir une 
concentration plus faible. Lors de l’application du 
champ électrique, ce dernier est localement plus 
important dans la zone contenant l’analyte (donc 

)
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Systèmes de détection
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Les systèmes de détection

56

• Absorptiométrie
• Longueur d’onde fixe, barrette de diodes, absorption directe (chromophore), 

inverse

• Fluorimétrie
• Fluorescence inverse (luminophore), directe

• Conductométrie
• Ampérométrie, potentiométrie, conductivité

• Electrochimie
• Les techniques couplées

• ICPMS, ICPOES, RIMS
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Détection – absorptiométrie

57

Principe : détecter l’analyte au moyen de photons de longueur d’onde calibrée utilisant les phénomènes 
d’absorption (mode direct) ou de transfert d’un chromophore par l’analyte (mode indirect).

Mode direct = sélectivité Mode indirect = universalité
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Absorptiométrie – principe

58

Absorbance

Temps
0

Absorbance du chromophore

Capillaire

Fenêtre de détection

Faisceau U.V.

détecteur
Chromophore

Temps

Absorbance

Capillaire

Fenêtre de détection

Faisceau U.V.

détecteur
Chromophore

Cation

Rapport de déplacement R (appelé 
également Transfer Ratio ou « TR »)

Δ𝐶 : Changement de concentration de 
BGE dans la zone contenant l’analyte
𝐶 : concentration de l’analyte
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Absorptiométrie – théorie

59

Fonction de régulation de Kohlrausch et rapport de déplacement

BGE BGE

Anion : A
Cation : C

Anion : A
Cation : C

Anion : B
Cation : C

 

Zone 

Electroneutralité

𝟏 𝑨 𝑨
𝑨 𝑪

𝑨 𝑨

𝑨 𝑪
𝑨 𝑪

Zone 

Electroneutralité

𝜔 =
𝑐 𝑧

𝜇
+

𝑐 𝑧

𝜇
+

𝑐 𝑧

𝜇
+

𝑐 𝑧

𝜇

𝟐 𝑨 𝑨
𝑨 𝑪

𝑩 𝑩
𝑩 𝑪
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Absorptiométrie – théorie …

60

𝒄𝑨𝒛𝑨

𝝁𝑨𝝁𝑪
𝝁𝑨 + 𝝁𝑪 = 𝒄𝑨𝒛𝑨

𝟏

𝝁𝑨
+

𝟏

𝝁𝑪
+ 𝒄𝑩𝒛𝑩

𝟏

𝝁𝑩
+

𝟏

𝝁𝑪

Posons 

Pour augmenter le rapport signal/bruit :
•Eviter la complexation (charge ionique la plus élevée 
possible) car TR avec la charge ionique moyenne.
•Augmenter TR :  les mobilités du chromophore et de 
l’analyte doivent être les plus proches possibles.
•Travailler avec un chromophore à c élevé
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Absorptiométrie – sensibilité

61

A : variation d’absorbance lors du passage de l’analyte i
TR : rapport de déplacement
c : coefficient d’extinction molaire du chromophore/BGE
i : coefficient d’extinction molaire de l’analyte i
b : trajet optique
ci : concentration de l’analyte

𝐶 : concentration minimale détectable
TR : rapport de déplacement

𝐷𝑅 : facteur de réserve défini par 𝐷𝑅 =
 ( )

   En pratique, pour un DR = 104,
cc = 10–2 M, TR = 1,

Cdet  10–6 M

Limite de détection en absorptiométrie EC :
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Absorptiométrie – effet du rapport de déplacement TR avec les mobilités

62

Idéalement, les mobilités du chromophore et de l’analyte doivent être les plus proches 
possibles.
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Aupiais, J., Optimization of cation detection by capillary zone electrophoresis with indirect UV absorbance. Chromatographia 1997, 44 (5/6), 303-312.
𝑆 =

𝐻 × 𝑡

𝑆
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Absorptiométrie – normalisation des surfaces

63

Fréquence échantillonnage signal = 2 – 32 Hz 

𝒕𝒊 =
𝒍

𝒗𝒊
=

𝒍𝑳

𝝁𝒆𝒐 + 𝝁𝒊 𝑽

𝑴 𝑴 𝑴
𝟏

𝟏

𝟐

𝟐

𝟑

𝟑

La surface du pic est dépendante 
de la vitesse à échantillonnage 
constant !
(pour une même concentration, un ion 
lent aura une surface plus grande qu’un 
ion rapide)
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Fluorimétrie – principes et applications

64

𝟎 𝒄𝒆𝒍𝒍 𝒊 𝒊 𝒊

k : efficacité de collection lumière
I0 : intensité d’excitation
Vcell : volume illuminée dans la cellule
i = rendement quantique de fluorescence
i : coefficient d’absorption molaire
Ci : concentration de l’analyte i



Electrophorèse CapillaireCommissariat à l’énergie atomique et aux énergies alternatives

Conductimétrie – quelques applications

65

conductivité Ampèrométrie
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Détection – couplage à un spectromètre de masse (ICPMS)

66

Capillaire silice fondue

fenêtre UV

détecteur  UV

ICP

nébuliseur

Difficulté : l’interfaçage !
𝜇 = 𝟑, 𝟒. 𝟏𝟎 𝟖 (𝑚 𝑉 𝑠 )

𝑣 = 𝜇 𝐸 =                                                         𝑚/𝑠

Calcul du volume d’un cylindre (t = 1 s)

𝑉 = 𝜋𝑟 × 𝑥

𝑉 =                                                                  𝑚 /𝑠

𝐷 =

On prendra d = 50 µm, V = 20 kV, longueur totale du capillaire = 60 cm
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CE-ICPMS – micro nébuliseur (2 < D < 10 µL/min)

67

Parallèle Concentrique

© Burgener Research, Canada

Mini chambre
Rendement 100%

électrode Pt 

Liquide de compensation à 10 µL.min-1

Capillaire
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CE-ICPMS – application : spéciation du plutonium dans l’eau de mer

68

Aupiais J. et al Eur. J. Inorg. Chem. (2020) 216-225
Topin S. et al Electrophoresis 30 (2009) 1747-1755
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Traitement des capillaires
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Modification de la surface/volume des capillaires

70

La séparation des anions n’est pas favorisée pour les capillaires en silice fondue en raison 
de l’apparition de charges négatives à pH > 2 et donc de la présence d’un flux 
électroosmotique dirigée vers la cathode.
Dans ce cas, on peut accélérer la séparation en inversant le flux électroosmotique, c’est-
à-dire en modifiant la surface interne par adsorption de molécules cationiques.

D’une manière générale, le traitement des capillaires est requis pour :
• Supprimer les interactions des protéines avec la surface en silice,
• Contrôler finement la magnitude du flux électroosmotique.

• Ces traitements sont réalisés soit par :
• Liaisons chimiques ou adsorption – traitement permanent,
• Interactions chimiques/physiques réversibles – traitement dynamique (dans ce 

cas la molécule modifiant l’état de surface doit être présente dans l’électrolyte 
pendant toute la séparation).
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Exemples – le « coating » permanent
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10-11 10-10 10-9 10-8 10-7 10-6 10-5 10-4 10-3 10-2

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

[Tf] (M)

PuTf

N-CHOTM

x
0
=(8.7±1.1)10-7

Neutral CapTM

Pu(NTA)
2

Affinité de la transferrine pour le plutonium.

N-CHOTM : alcool polyvinylique
Neutral CapTM : polyacrilamide

𝐿𝑜𝑔 𝐾∗ = 24,7
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Exemple – le « coating » dynamique

72

Avantages :
• Facile à mettre en œuvre (ajout d’un agent 

supplémentaire dans l’électrolyte),
• Utilisation de capillaires standards et bon marché,
• Peu coûteux,
• Applicable à des électrolytes variés.

Précautions :
• Ne doit pas interférer avec la détection (transparent en 

optique ou pas d’interférences isobariques pour la masse),

Les plus connus : les surfactants, en dessous de la CMC 
(concentration micellaire critique) s’adsorbent à la surface.
Ils peuvent être :
 Anioniques
 Cationiques
 Zwitterioniques
 non ioniques

Ex : CTAB – CétylTrimethylAmmonium Bromide
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Exemple – le « coating » dynamique …

73

CTAB = dynamique (présent dans électrolyte)
DDAB = semi-permanent (non présent dans électrolyte)

DDAB efficace contre adsorption 
des protéines (5 détectées)

CTAB partiellement efficace 
contre adsorption des protéines 
(3 détectées)
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Variante – le multi-coating (plus stable)

74
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Méthodes séparatives
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Méthodes de séparation par EC

76

• Electrophorèse capillaire de zone (CZE)
• Chromatographie électrocinétique micellaire (MEKC)
• Electrochromatographie capillaire (CEC)
• Electrophorèse capillaire sur gel (CGE)
• Isotachophorèse capillaire (CITP)
• Focalisation isoélectique capillaire (CIEF)

CEC  = HPLC sur capillaire rempli d’une phase inverse + champ électrique.
CGE = EC sur capillaire rempli par un polymère (exclusion stérique).
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Méthodes de séparation par EC – MEKC

77

Représentation de micelle 
anionique et cationique.

S = soluté

Utilisation de surfactants (cationique ou anionique) au 
dessus de leur CMC (concentration micellaire critique).

Puisque les micelles sont chargées, elles migrent sous un champ électrique.
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MEKC – temps de migration

78

1) Composé neutre (M) dans micelle (*) :

∗ ∗

∗
∗ ∗

∗

𝑴
∗ 𝒆𝒐𝒇

𝒆𝒐𝒇
∗

2) Composé chargé (M) dans micelle (*) :

∗ ∗

𝑴
∗ 𝑴

𝑴
∗
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MEKC – applications

79

SDS = Sodium Dodecyl Sulfate.
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Méthodes de séparation par EC – CITP

80

CITP = Capillary IsoTachoPhoresis (isotachophorèse capillaire).
Principe :
Cette méthode est fondée exclusivement sur la 
séparation des molécules suivant leur mobilité 
électrophorétique. Les ions se déplacent tous à la 
même vitesse, les plus mobiles en tête et les plus 
lents en queue.

Un tube capillaire est rempli d’un électrolyte 
constitué d’un ion ayant une mobilité supérieure à 
celle de tous les ions à séparer (appelé ion pilote). 
L’extrémité du capillaire où est placée l’électrode de 
même signe que ceux des ions à séparer (cathode 
pour des anions, anode pour des cations) est remplie 
d’un électrolyte constitué d’un ion ayant une 
mobilité inférieure à celle de tous les ions à séparer 
(ion dit terminal).

L’isotachophorèse est régit par la 
fonction de régulation de Kohlrausch.

Champ électrique faible dans l’électrolyte « leader »  ralentissement
Champ électrique fort dans l’électrolyte « terminal »  accélération
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CITP – théorie

81

1) Absence d’électroosmose – courant imposé

2) Loi d’Ohm – conservation du flux de charges :

3) Etat stationnaire

4) Conservation du contre-ion

5) Adaptation des concentrations des 
solutés (relation approchée)
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CITP – conséquences

82

Premier constat :
les ions LE et TE vont migrer à la même vitesse et encadrer la zone de présence des espèces avec 

𝑳𝑬 et 𝑻𝑬 sont différents et compensent 𝑳𝑬 et 𝑻𝑬.

Deuxième constat :
les ions à analyser vont se séparer petit à petit jusqu’à satisfaire 

𝑻𝑬 𝑨 𝑩 𝑪 𝑳𝑬. Les champs locaux compensent les 𝒊

Entre zone d'une espèce ionique, il existe un gradient de champ électrique qui dépend de la 
différence de mobilité avec les ions voisins. Un ion qui sort de son domaine y est forcément ramené 
puisqu'il passe dans une zone de champ plus fort ou plus faible. 

Troisième constat :
L’intensité du courant est la même dans tout le capillaire
si on utilise des solutions d'ions de tête (LE) et de queue (TE) concentrées (donc favorisant une 
intensité de courant élevée), elles vont conduire à la concentration des ions i au sein de leurs 
domaines respectifs.
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CITP – application

83

Analyse par conductimétrie, à gradient de 
potentiel : hauteur des paliers (analyse 
qualitative)
Signal dérivé : longueur des paliers (analyse 
quantitative)

NB : la concentration des ions au sein de chaque zone 
est rigoureusement constante.

Etalement d’une frontière entre 2 zones i et j:

ITP Anionique Cationique

Ion meneur LE Cl– K+

Contre-ion Base faible
pKc > pki – 1 

Acide faible
pKc < pki + 1 

Ion terminal TE OH–

Acide faible
µ = 5-10.10–5

cm²/Vs

H+

Base faible
µ = 5-10.10–5

cm²/Vs

choix des électrolytes
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Méthodes de séparation par EC – cIEF

84

Utilisation : séparation d’ampholytes (protéines, peptides) par 
migration dans un gradient de pH en absence d’électroosmose.

 Limitations :
• Instabilité du gradient de pH (instable dans le temps et l’espace)
• Convection

Résolution : (pI) = 0,05 pH
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cIEF – principe (remplissage)

85

1 – Remplissage du capillaire par l’échantillon dans un mélange d’ampholytes



 Echantillon dans un mélange d’ampholyte (ex: LKB, pH 3,5-10 à 4 % ; Biolyte
5/7 ; etc.)

 Catholyte basique (ex: NaOH)



 Anolyte acide (ex: H3PO4)

pHB pHApHI pHJ pHK

pH

capillaire
Réservoir catholyte Réservoir anolyte
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Quand le courant se stabilise, les substances sont 
immobilisées dans le gradient de pH  état stationnaire

cIEF – principe (focalisation)

86

à V constant

pHB pHApHI pHJ pHK

pH
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cIEF – principe (mobilisation)

87

à V constant

pHB pHApHI pHJ pHK

pH



On change l’anolyte si mobilisation anodique



 Si mobilisation anodique C+  H+ (par exemple Na+)

Ici  = NaOH = 

Si mobilisation cathodique, alors c’est le compartiment  qui 
est changé avec A–  OH– et  reste inchangé et la courbe de 
pH est inversée.



Electrophorèse CapillaireCommissariat à l’énergie atomique et aux énergies alternatives

0 2 4 6 8 10 12 14
-5

0

5

10

15

20

25

Th4+

(pH 7.0)

(pH 7.0)

Mn2+

Cd2+
Fe2+

Ni2+

Zn2+
Gd3+Nd3+

Sm3+

Cu2+

Al3+

Sc3+

In3+
Ga3+

Fe3+

Bi3+

lo
g 

K
* 1 

(h
T

f)
 @

 p
H

 7
.4

log K
1
 (OH)

(pH 6.0)

Pu4+

cIEF – application

88

HoloTf PuCTfFeN FeCTfPuN

Mark P Jensen et al.. Nature Chemical Biology, Vol 7, 560-565, (2011)
Vidaud C. et al Sci. Rep. 9 (2019) 17584
Sauge-Merle S. et al Dalton Trans. 46(5) (2017) 1389-1396
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cIEF – application

89
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Brulfert F. et al Dalton Trans. 47(30) (2018) 9994-10001



Electrophorèse CapillaireCommissariat à l’énergie atomique et aux énergies alternatives

DE LA RECHERCHE À L’INDUSTRIE

Commissariat à l’énergie atomique et aux énergies alternatives - www.cea.fr



Electrophorèse CapillaireCommissariat à l’énergie atomique et aux énergies alternatives

DE LA RECHERCHE À L’INDUSTRIE

Commissariat à l’énergie atomique et aux énergies alternatives - www.cea.fr

Annexes



Electrophorèse CapillaireCommissariat à l’énergie atomique et aux énergies alternatives

Exercice – calcul de 𝒆𝒐

92

𝒆𝒐

𝟏

Estimation de µeo dans NaClO4 0,01 M ?

 = 0,01 C.m–2

 ?

?

1 P = 0,1 Pa.s
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Exercice – calcul de 

93

Permittivité dans NaClO4 0,01 M ?

?

 = 0,01 C.m–2
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Unité de 

94

? m

? C.m–2 A.s

? Pas d’unité

? F. m–1 C2. J–1 m2. kg.s–2
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Exemple de variation de  en fonction de la température

95

Electrolyte 
chromate/borate à pH 9, 

= 16 mM.
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Influence du système de refroidissement – air

96

𝒍𝒊𝒒.
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Influence du système de refroidissement – liquide

97

𝒍𝒊𝒒.
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Electrodispersion – exemple pour la séparation des anions

98

Environ 4 ppm de chaque

2 2,2 2,4 2,6 2,8 3

Temps (min)

26,3

26,8

27,3

27,8

28,3

U.A. (x1000)

Br-

Cl- SO4
2-

NO2

NO3

ClO3

F-

H2PO4

-

-

-
-

Electrolyte chromate, pH = 8
anions 𝟎 asymétrie

𝟒
𝟐 –83,2 –

–80,98 ± 0

–79,11 < 0

–52,18 < 0 

–82,88 < 0

–74,48 < 0

–74,05 < 0

–66,60 << 0

–57,34 <<< 0

–33,94 <<< 0
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Electrodispersion – exemple pour la séparation des cations
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2 2,5 3 3,5 4 4,5 5

Temps (min)

24,5

25,5

26,5

27,5

28,5

Unité d'absorbance (V) (1E-3)

Cs

Rb

NH4

K

Ca

Na

Sr Mg

Ba Li

Cs, Rb : 3,0 mg/l
NH4, K : 1,0 mg/l
Ca, Na : 1,0 mg/l

Sr : 1,5 mg/l
Mg : 0,4 mg/l
Ba : 2,0 mg/l
Li : 0,2 mg/l

Capillaire 60cm, V=20kV,
[tropolone]=5mM,
[18-crown-6]=2mM, 
[UV-Cat2]=3mM
U.V. 185 nm

cations 𝟎 asymétrie

; +79,60; +79,96 >> 0

+76,02 >> 0

+76,22 >> 0

+61,66 > 0

UV-Cat2 +64 –

+51,94 < 0

+61,62 < 0

+55,31 << 0

+65,95 << 0

+40,10 << 0

Séparation : 18C6

Séparation :
tropolone
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Exercice – calcul de mobilité apparente

101

𝒆𝒑 𝒆𝒐

Conditions de séparation :

Cations 𝟐 𝟐

𝒆𝒑 51,94 40,10 76,22 55,31 61,62

Anions 𝟑 𝟒

𝒆𝒑 –79,11 –57,34 –46,08 –69,71 –66,6

1) Calculer le temps de migration pour 1 cation de votre 
choix

2) Quels sont les anions co-détectés avec les cations ?
3) Pour les anions co-détectés, calculer leur temps de 

migration
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Exercice – calcul de mobilité apparente – cas des cations
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1) Mobilité apparente des cations :

Exemple pour Li+ : , ,

Cations 𝟐 𝟐

,

90 105 120 135 150
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

Li

Na

Mg

K

U
.A

.

t (s)

Sr

Simulation par Peakmaster 5.3
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Exercice – calcul de mobilité apparente – cas des anions
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3) Mobilité apparente des anions :

Exemple pour F– : , ,

,

2) Conditions , soit & 𝟑

0 5 10 15 20 25 30

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08

anions

U
.A

.

t (min)

HCO–
3

F–

eof

cations

Simulation par Peakmaster 5.3Anions 𝟑 𝟒

𝒆𝒑



Electrophorèse CapillaireCommissariat à l’énergie atomique et aux énergies alternatives

Contrôle du flux électroosmotique pour augmenter la résolution

104

𝟐 𝟏

𝟏 𝟐

𝟐 𝟏Classique (chromatographie)

On peut également exprimer la résolution en fonction de 
l’efficacité.

∆𝜇 = 𝜇 − 𝜇

�̅� =
𝜇 + 𝜇

2

𝒆𝒐𝒇

R  avec 𝑽
(il faut quadrupler la tension pour doubler 
la résolution )

D : coefficient de diffusion

Cas 𝒆𝒐𝒇

5 2 5 4 5 6 5 8 6 0

-2 ,5

-2 ,0

-1 ,5

-1 ,0

-0 ,5

0 ,0

8 1 B r7 9 B r

U
.A

. 
(m

V
)

T e m p s  (m in )
5 2 5 4 5 6 5 8 6 0

-3 ,0

-2 ,5

-2 ,0

-1 ,5

-1 ,0

-0 ,5

0 ,0

0 ,5

1 ,0

3 7 C l

3 5 C l

Aupiais, J., Electrophoretic mobilities of the isotopes of chloride and bromide ions in aqueous solution at 
25 °C and infinite dilution. J. Solution Chem. 2011, 40, 1629-1644.
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Exercice
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= 50 cm
= 58,5 cm
= 25 kV 

1) Calculer les 3 µa (
2) Calculer les 3 µe (



Electrophorèse CapillaireCommissariat à l’énergie atomique et aux énergies alternatives

Calcul de 

106

Conditions :
T = 60 °C

On doit déterminer  à 60 °C


