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Resume 
La plupart des flavonoides, composes phenoliques vegetaux, possedent des proprietes biologiques et sont 
d'un grand interet pour 1'industrie pharmaceutique. De ce fait, 1'analyse de ces metabolites secondaires par 
electrophorese capillaire, technique relativement recente, fait 1'objet de nombreux travaux, 
Cette etude presente les differents moyens et methodes mis en ceuvre pour realiser une bibliographie aussi 
complete que possible sur ce sujet. Suite a cette recherche, est exposee une synthese de 1'apport de 
l'electrophorese capillaire a Fetude des flavonoides. 

Descripteurs : Klectrophore.se capillaire - Chromatographie MECC - Flavonoide - Glycoside 

Abstract 
Flavonoids are a widespread group of natural products with biochemical and pharmacological properties. 
Their analysis has mainly been performed by reversed-phase high-performance liquid-chromatography 
(HPLC). Recently, capillary electrophoresis (CE), an important analytical separation technique, has been 
proposed as a complementary method and is now widely used because of its efficiency, flexibility and 
accuracy. 
This study reports the different methods employed to collect documentation concerning this subject. The 
most important pieces of information have been selected to realize a synthesis on the capillary 
electrophoresis contribution in the flavonoid analysis. 

Keywords : Capillary electrophoresis - MECC Chromatography - Flavonoid - Glycoside 
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Introduction eenerale 

Le sujet de ce rapport de recherche bibliographiquc a ete propose par Monsieur Voirin, Maitre de 
Conferences au laboratoire de Biologie Micromoleculaire et Phytochimie de 1'Universite Claude Bernard 
(Lyon I). 
Cette etude vise a decrire 1'etat actuel des connaissances en matiere d'analyse des flavonoides par 
electrophorese capillaire. 
Depuis quelques annees, cette methode d'analyse est en pleine expansion. Aujourd'hui, elle est reconnue 
comme une technique a part entiere, complementaire des techniques classiques que sont la chromatographie 
sur papier, la chromatographie liquide haute performance ou encore la chromatographie en phase gazeuse. 
Les principaux avantages de 1'electrophorese capillaire sont la rapidite des analyses et le besoin de tres 
faibles quantites d'echantillon se traduisant par une forte sensibilite. 
Pour chaque compose ou categorie de composes, 1'utilisation de cette technique necessite des mises au point 
analytiques relevant de la recherche fondamentale. Les resultats obtenus, importants pour la communaute 
scientifique, font 1'objet de nombreuses publications. 
Depuis peu, Velectrophorese capillaire est appliquee a 1'etude des flavonoides. Parmi eux, les C-
glycosylflavones, composes analyses au laboratoire de Biologie Micromoleculaire et Phytochimie, n'ont fait 
1'objet que d'un seul travail publie a ce jour. 
L'electrophore$e capillaire est egalement utilisee dans les domaines appliques. Elle constitue par exemple, 
pour Pindustrie pharmaceutique une methode de controle rapide d'identification des especes vegetales : 
obtention d'electropherogrammes qui servent "d'empreintes digitales". Elle peut etre aussi une technique de 
dosage des principes actifs contenus dans des lots de plantes. 
Enfin, compte tenu de l'importance grandissante de cette methode, les principes et techniques 
delectrophorese capillaire sont enseignes aux etudiants en maitrise de Sciences et Techniques. 

Ce rapport de recherche bibliographique est compose de trois parties principales. Dans la premiere, sont 
exposees les methodes de recherche bibliographique pour 1'obtention des documents primaires ou 
secondaires. Apres une selection de ces documents, ceux juges pertinents feront 1'objet d'une synthese 
bibliographique, constituant la seconde partie de cette etude. La troisieme et derniere partie de ce rapport, 
faisant suite a une conclusion generale, contiendra la liste de tous les documents cites et classes selon leur 
ordre dapparition dans la synthese. 
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I - RECHERCHE AUTOMATIQUE 

1. Les bases de donnees 

En fonction de la nature de 1'information fournie, on pcut distinguer lcs bases de donnees 
bibliographiques, les bases factuelles et lcs bases en texte integral. 
Lcs bases de donnees bibliographiques permettent de retrouver et d'identificr les documents (articles, 
periodiques, ouvrages, theses, comptes-rendus de congres, documents audiovisuels ou iconographiques...). 
Les references obtenues, titre, autcur, source sont le plus souvcnt accompagnccs d'un resumc et dc mots-cles 
qui decrivent le contenu du document. 
II existc plus de 5 000 bases de donnees et une meme ba.se pcut etre accessiblc sur plusieurs serveurs. 
Le choix d'une base doit prendrc cn compte plusieurs criteres : sa richesse, son anciennete, sa couverture 
geographique, la nature des documents analyses, le delai d'entree et de mise a jour des donnees, la 
structuration du vocabulaire et la fiabilite de 1'indexation. 

1.1. Interrogation du serveur Dialog 

Dialog est un serveur americain (Knight Rider, Californie, USA) de bascs de donnees. 
Aujourd'hui, il fait partie des serveurs les plus importants. II gere environ 550 bases de donnees 
commerciales et couvre de nombreux domaines : Sciences et Techniques, Brevets, Informations des 
Entreprises, Informations Economiques, Prcssc Americaine. 

D'une fagon generale, plusieurs domaincs peuvent contenir des informations sur notre sujet: 
- la physiologie, biologie vegetale : biosynthese des flavonoides, localisation des flavonoides, 
- la chimie - biochimie : extraction, purification des flavonoides, 
- la chimie analytiquc : analyse des flavonoides, 
- la medecine - pharmacie : proprietes des flavonoides. 

En consultant le catalogue d'informations de Knight Ridcr, nous avons selectionne 6 bases de donnees 
hebergees par Dialog, interrogeable a 1'ENSSIB. 
Dans le tablcau I, sont resumees les principales caracteristiques de chacune des bases interrogees sur Dialog. 

Tableau I: Presentation des bases de donnees retenues pour 1'interrogation en ligne. 

Caracteristiques 
Biosis 

Previews 
Life 

Seience Pascal 
Analvtical 
Abstraets 

Chemical 
Abstracts 

Current 
Contents 

Numero 55 76 144 305 399 440 
Pays producteur USA USA France UK USA USA 
Ann6es interrogees 1985 + 1982 + 1973 + 1980 + 1967 + 1990 + 
Freq. de mise & jour bimensuel mensuel mcnsuel mensuel bihebdo. hebdo. 
nb, enreg./mise a jour 22 500 10 000 40 000 1 200 17 000 15 000 
nb. titres traites 9 500 5 000 8 500 1 300 14 000 6 500 
Domaines 
Chimie/Industrie 
chimique X X V 

Agriculture/ 
Agronomie X X X 
Sante/M6decine/ 
Biosciences X X X X 
Industrie 
pharmaceutique X X 
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Comme nous avons plusieurs bascs a interroger, notre recherche sera effectuee en OneSearch : interrogation 
simultanee des 6 bases. Dans ces conditions, nous ne pouvons pas faire de rcquetes utilisant les proprietcs 
specifiques de chacune, comme par exemple utiliser les "Concepts Codes" et les "Biosystcmatic Codes" de 
Biosis Previews. 

1.1.1. Choix des mots-cles 

Compte tenu de la remarque precedente, nous avons cherche a utiliser des mots 
pouvant etre des mots-cles ou descripteurs dans les differentes bases de donnees. 
A partir des articles foumis par Monsieur Voirin, points de depart de cette recherche, nous avons etudie le 
contenu des rubriques mots-cles. 
Nous avons egalement consulte 1'index de Pascal sur CD-Rom, 1'index de Chemical Abstracts sur papier et 
le Master Index de Biosis. Ceci nous a permis de constater que "capillary electrophoresis " et "flavonoid" 
sont tres souvent presents dans les index ou les mots-cles. 

Pour la technique, les mots utilises lors de la recherche sont les suivants : 
- "electrophorese" / "electrophorese capillaire" 
- "capillary electrophoresis" 
- "capillary zone electrophoresis" / "free solution capillary electrophoresis" 
- "micellar clectrokinetic capillary chromatography" / "micellar elcctrokinetic chromatography". 

Pour les composes analyses, nous avons utilise : 
- "flavonoide" 
- "flavonoid" 

Pour elargir la recherche, nous pouvons egalement utiliser d'autres termes organises autour du mot-cle 
"flavonoi"de" de la fagon suivante : 

- polyphenol ou composcs phenoliques 
phenol 

acide phenolique 
flavonoide 

flavonol 
flavanone 
flavone 
isoflavone 
chalcone 
auronc 
anthocyanidine 

Une autre hierarchie peut egalemcnt etre proposee : 

- polyphenol ou composes phenoliques 
phenol 

acide phenolique 
flavonoide 

flavonoide aglycone 
flavonoide glycosyle 

flavonoide-O-glycoside 
flavonoi'de-C-glycoside 
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1.1.2. Equations de recherche et resultats 

* Premiere requete 
La premiere equation posee (presentee avec les reponses globales) est la suivante : 

?s capillary( 1 w)eleetrophoresis 
51 18540 CAPILLARY(1 W)ELECTROPHORESIS 

?s micellar(w)electrokinetic( 1 w)chromatography 
52 2920 MICELLAR(W)HLECTROKINETIC( 1 W)CHROMATOGRAPHY 

?s sl or s2 
53 20344 S10RS2 

?s flavonoid? ? 
54 31755 FLAVONOID? ? 

?s s3 and s4 
55 187 S3ANDS4 

?rds5 
56 68 RD S5 (unique items) 

Dans le tableau II, ces resultas sont repris en precisant le nombre de reponses obtenues pour chaque base 
interrogee. 

Tableau II: Nombre de notices bibliographiques en fonction de la question posee et de la base interrogee. 

"^-^gase 
QuestiorT^ 144 305 55 440 399 Total 
S1 2765 2933 2982 5295 4565 18540 
S2 468 487 446 1025 494 2920 
S3 3074 3299 3258 5698 5015 20344 
S4 6992 305 5970 3934 14554 31755 
S5 27 24 22 82 32 187 

Avec cette equation, nous regroupons les differentes formes d'electrophorese, sous le terme de "capillary 
electrophoresis". De plus, nous interrogeons plus specifiquement les deux techniques les plus utilisees : 
relectrophore.se capillaire de zone et la chromatographie clectrocinetique micellaire. 
Les resumes de la base Pascal sont souvent longs et bien detailles, c'est pourquoi nous avons mis cette base 
en premier. 
Pour la base Chemical Abstracts, nous avons interroge 1'ensemble de la base 399, sachant bien que cela etait 
inutile puisque 1'utilisation de la CE date de 1990 environ. Cependant, nous n'avions pas la possibilite 
d'interroger sur une periode plus courte car les bases 312 (1987-1991) et 313 (1992+) n'etaient pas 
autorisees. 
La base 76 (Life Science) n'a pas ete interrogee puisque dans 1'autre requete (voir deuxieme requete), elle 
n'avait donne qu'une seule reponse compte tenu de sa place, et qui plus est, etait un doublon non elimine. 
Les interrogations ont ete faites sur 1'ensemble des champs afin d'eviter de perdre des references se 
rapportant a 1'electrophorese capillaire des flavonoides et dont l'un des termes n'apparaitrait pas dans le titre 
ni dans les mots-cles ou descripteurs. 
De cette maniere, nous avons obtenu 187 references. 
Le lancement de la commande RD (Remove Double) permet d'eliminer les doublons entre les bases. Dans 
un tel cas, la reference qui est dans la premiere base interrogee (par rapport aux autres bases concernees) est 
gardee. Nous n'avons alors plus que 68 references. Sur ces 68 notices rapatriees, nous avons observe un 
grand nombre de parasites (lettres manquantes le plus souvent) apparus avant le lancement de RD et genant 
ainsi 1'efficacite de cette commande. Nous avons retrouve 30 doublons, pour obtenir finalement 38 
references uniques, toutes pertinentes par rapport a la question posee. 
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* Deuxieme requete 
La seconde requete a consiste a utiliser des mots englobant le terme flavonoide. 

La requete et les resultats obtenus sont les suivavnts : 

N° Nb. de reponses Question 
S1 13994 C APILL AR Y (1 W)ELECTROPHORESIS 
S2 2398 MICELL AR(W)ELECTROKINETIC( 1 W)CHROM ATOGRAPH Y 
S3 15341 S1 OR S2 

S4 13689 PHENOLIC(W)COMPOUND? ? OR POLYPHENOL? ? 
S5 2229 FLAVONO?? 
S6 2887 PHENOLIC(W)ACID? ? 
S7 8581 FLAVONE?? 
S8 2613 FL A V ON?(2N)GL Y COS ? OR FLAVON?(N)C-GLYCOS? 

S9 27205 S4 OR S5 OR S6 OR S7 OR S8 

S10 199 S3 AND S9 
Sll 61 RD S10 (unique items) 

S12 15 C-GL Y COS ?(1 N)FLAVO? 
S13 0 S3 ANDS12 

Les 61 reponses se decomposent en fonction des bases de la fa§on presentee dans le tableau III. 

Tableau III: Presentation des rSsultats de la deuxieme requete. 

"*-_~~~-~-^Resultats Nombre Non 
Base Reponses Double Reste Pertinente Pertinente 
Biosis 55 28 0 28 5 23 
Life Sciences 76 1 1 0 0 0 
Pascal 144 13 2 11 5 6 
Anal. Abs. 305 12 4 8 6 2 
Curr. Cont. 440 8 0 8 0 8 
TOTAL 61 6 55 16 39 

Sur ces 39 reponses pertinentes (65%), 15 sont nouvelles par rapport a la premiere requete, ce qui montre 
1'interet de l'elargissement. 
On observe egalement qu'il n'y pas de reponse pour la question S13 (S3 et S12), les flavonoides interessants 
tout particulierement mon commanditaire. Avec une telle question, il n'existe pas, a priori, de documents 
traitant de cette classe de ffavonoides. Nous en avons cependant trouve un oii le descripteur est flavonoide, 
d'ou l'interet de prendre soin de ne pas trop reduire 1'espace de recherche. 

* Troisieme requete 
Une troisieme requete a consiste a interroger la base de donnees "Current Contents" (440) pour voir 

1'evolution du nombre de publications concernant Felectrophorese capillaire. 
Cette base depouille environ 6 500 journaux relatifs a toutes disciplines des sciences, sciences sociales, arts 
et humanites. 
D'autre part, cette base nous donne le plus de reponses pour la requete "S3 = S1 or S2" : 5698, pour la 
periode 1990-1997. 
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L'interrogation annee par annee a donne le resultat suivant: 

J^O Nb. de reponses Question 
S1 5295 CAPILLARY (1 W)ELECTROPHORESIS 
S2 1025 MICELL AR( W)ELECTROKINETIC( 1 W)CHROM ATOGRAPH Y 
S3 5698 SIOR S2 

S4 828903 PY = 1990 
S5 225 S3 AND S5 

S6 850582 PY= 1991 
S7 431 S3 AND S6 

S8 862210 PY = 1992 
S9 585 S3 AND S8 

S10 894415 PY= 1993 
Sll 815 S3 ANDS10 

S12 934744 PY = 1994 
S13 1062 S3 ANDS12 

S14 970054 PY = 1995 
S15 1230 S3ANDS14 

S16 903580 PY= 1996 
S17 1331 S3 ANDS16 

Cette requete permet de constater que meme si Taugmentation du nombre de publications n'est plus 
exponen^tielle comme dans les annees 80, elle reste cependant significative, preuve que cette technique est 
en pleiri developpement. 

1.1.3. Prix de la recherche. 

A 1'aidc du detail fourni a la fin de chaque cession et repris dans le tableau IV, nous 
avons pu estimer le cout de cette recherche a 2 736 francs (les tarifs utilises datent de septembre 1995 et 1 $ 
= 5,70 francs au 28 fevrier 1997). 

Tableau IV : Prix de revient de Finterigation de Dialog. 

Bases 
Prix ,hf' de 
connexion 

temps de 
connexion prix 

Prix 
unitaire ref 

Nombre 
ref. prix ref. Total ($) 

55 60$ 0.647 38,8 1,25 $ 52 65,0 103,8 
76 60$ 0.106 6,4 1,25 $ 2 2,5 8,9 
144 60$ 0.79 47,4 1,10$ 56 61,6 109,0 
305 90$ 0.249 22,4 2,95 $ 36 106,2 128,61 
440 90$ 0.495 44,6 1,75 $ 32 56,0 100,6 
399 90$ 0.238 21,4 1,75 $ 5 8,8 30,2 
Total 2.525 181,0 183 300,0 481,1 



- 1 3 -
Recherche bibliosraphiaue 

1.2. Interrogation des CD-ROMs 

1.2.1. Les CD-ROMs interroges 

Doc-Theses 1996. CD-ROM qui recense les theses, scientifiques entre autres, soutenues dans les universites 
frangaises depuis 1972. Ce CD-ROM est disponible a 1'ENSSIB et a la Bibliothequc Universitaire des 
Sciences de Lyon I. 

Pascal sur CD-ROM : n'a pas pu etre interroge assez longtemps pour presenter les resultats compte tenu des 
problemes rencontres aussi bien a 1'ENSSIB qu'a la BU de Lyon I. 

Du fait de 1'importance des flavonoides pour leurs proprietes biologiques nous avons interroge 3 bases de 
donnees a orientation medicale disponibles sur CD-ROM (avec WinSpirs) a la BU de Lyon I. 
Medline : CD-ROM de 1'Index Medicus (document sur papier). Cette base offre une couverture biomedicale 
et pharmacologique complete (3 700 periodiques dont environ 100 frangais), Contrairement a 1'Index 
Medicus, Medline fournit des resumes et, comme 1'Index Medicus, il possede une indexation fine et 
rigoureuse grace au MeSh (vocabulaire a structure hierarchisee). 
Sur CD-ROM, la BU de Lyon I possede la periode 01/1990 - 09/96. 

Embase ; Base de donnees de Excerpta Medica. Couvre egalement le domaine medical, biomedical avec une 
orientation particuliere vers la pharmacologie et la toxicologie. Son autre caracteristique est dc fournir une 
tres bonne couverture de la litterature europeenne. Les articles sont selectionnes parmi 3 500 revues : 2 900 
sont bien depouillees et sur les 600 autres ne sont extraits que les informations relatives aux medicaments. 
Dans la base de donnees en ligne, le delai d'insertion est tres rapide (moins de 1 mois apres la parution de la 
revue). 
Sur CD-ROM, la BU de Lyon I possede la periode 07/1996 - 10/96. 

Biosis : Base de donnces tres riche dans le domaine des sciences de la vie et des recherches medicales (9 
500 periodiques + livres et rapports de congres). Cependant, la structuration complexe de 1'information est la 
raison de sa sous-utilisation. 
Sur CD-ROM, la BU de Lyon I possede la periode 01/1994 - 09/95. 

1.2.2. Resultats de Tinterrogation des CD-ROMs 

Pour ces CD-ROMs, les questions posees sont plus generalistes et les resultats 
obtenus sont presentes dans le tableau V : 

Tableau V : Resultats de 1'interrogation des CD-ROMs. 

Doc-These Med line Eml base Biosis 

Requete 
Reponses R^ponses 

pertinentes 
R^ponses Reponses 

pertinentes 
Reponses R6ponses 

pertinentes 
Reponses Reponses 

pertinentes 

electrophorese 
capillaire 17 3 
electrophorese 
capillaire ET flavo* 1 1 
electrophoresis 
AND flavo* 45 4 2 1 16 9 
eapillary 
electrophoresis 
AND flavo* 

3 3 1 1 8 7 
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Pour la base de donnees DooTheses, nous avons obtenu 3 reponses pertinentes. 
Dans Medline, Embase et Biosis. la question "capillary electrophoresis AND Flavo*" fournit peu de 
reponses, pertinentes mais pas nouvelles par rapport a celles obtenues sur Dialog. 
Les reponses jugees non pertinentes dans Medline pour la question "electrophoresis AND flavo*", traitent 
principalement de 1'electrophorese des proteines - enzymes intervenant dans la synthese des flavonoides. 

2. Recherche sur 1'Internet 

Llnternet est un reseau de reseaux qui s'appuie sur un ensemble de protocoles de communication 
(materiels et logiciels). Aujourd'hui. on compte plusieurs millions d'ordinateurs relies a l'Internet. 
La navigation dans l'Internet se fait grace a des outils de navigation et dorientation relies aux services du 
reseau. Le plus utilise est le World Wide Web (WWW) developpe au CERN. II sert d'interface vers les 
services Wais, Gopher, News, FTP, Telnet. Les serveurs WWW sont actuellement en pleine expansion. 
Pour retrouver des serveurs et donc des informations, nous avons utilise un programme client : Netscape 
disponible a l'ENSSIB. 
Rechercher des informations sur 1'Internet demande beaucoup de temps, compte tenu du brait enorme obtenu 
au niveau des reponses : 1 000 reponses a une question n'est pas rare et esperer diminuer ce nombre en 
utilisant des operateurs booleens (ET) riest pas toujours concluant! 
Cela pour preciser d'une part que lc temps passe sur 1'Internet, environ 30 heures, n'a pas ete aussi bien gere 
que pour les autres recherches et dautre part que les resultats seront presentes de fa$on moins rigoureuse. 
Malgre tout, des informations m'ont paru suffisamment interessantes pour etre rapportees ici. 

Utilisation de moteurs de recherche : 
- Altavista 

URL: http://altavista.digital.com/ 
Altavista, developpc par la societe Digital Equipment, est considere comme le plus large index et le plus 
performant. Le robot appele Scooter, visite chaque mois pendant une dizaine de jours plus de 175 000 
serveurs W3. Tous les documents sont alors indexes. 
Requete : capillary electrophoresis AND polyphenol* 
Reponses : 12 dont 1 pertinente : correspond a une liste de 500 titres environ de le revue Analytica Chimica 
Acta. Parmi eux, 3 etaient interessants et visibles en texte integral. La recherche est quelque peu fastidieuse. 

Requete : capillary electrophoresis AND flavon* 
Reponses : 27 reponses : 1 pertinente : le serveur de l'Institut de Chimie Analytique et Organique d'Orleans 
(ICAO). 

Requete : capillary electrophoresis 
Reponses : 4 000 reponses. 

Requete : NEWS AND (capillary electrophoresis) 
Reponses : 300 ressources : 4 interessants : liste de travaux d'un laboratoire japonais, d'un laboratoire 
canadien, serveur de Beckman, serveur d'une societe d'electrophorese. 

- Ecila est un moteur de recherche qui riindexe que des serveurs W3 en France. 
URL: http://www.ceic.com/ecila 
Requete: electrophorese capillaire 
Reponses : 200 documents : 1 pertinent: 1'ICAO. 

Requete : electrophorese capillaire ET flavonoid* 
Reponses : 15 ressources : 1 pertinente : 1'ICAO. 

- Excite. Recherehe par themes et par mots-cles 
URL: http://www.excite.com/ 

Requete : "capillary electrophoresis" (Recherche sur le Web) : 29 024 reponses 
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Requete : "eapillary electrophoresis AND flavonoid" (Recherche sur lc Web): 17 252 reponses 
Rcquete : "capillary electrophoresis AND flavonoid" (Recherche dans Usenet Newsgroup) : 30 reponses 
dont 1'adresse electronique pour une liste de discussion ayant pour theme 1'electrophorese capillaire. 
Requete : "capillary electrophoresis AND flavonoid" (Recherche dans "Site de Revues") : 65 reponses : 2 
interessantes : le site Elsevier et CRC Press, Inc. 
Requete : "capillary electrophoresis AND flavonoid" (Recherche avancee): 38 documents : 1 concerne une 
Societe d'electrophorese. 

Utilisation de plusieurs moteurs de recherche : 
- Savvy Search. Recherche sur 28 moteurs simultanement. 

URL: http://guaraldi.cs.colostate.edu:2000/form 
Requete : "capillary electrophoresis AND flavonoid*" 
Reponse : sur le service Magellan 1 reponse retenue sur 8 : le site Beckman 

- Inference flnd 
URL: http://m5.inference.com/ifind/ 
Depuis les mots-cles, Inlerencc Find lance la recherche en parallele sur plusieurs moteurs, comptc les 
resultats et elimine les doublons, regroupe les reponses en categorie et presente les resultats. 
Requete : "capillary electrophoresis AND flavonoid*" 
Reponse : 18 categories. Celles presentant un interet: les sites commerciaux : Beckman, Elsevier... 

II - RECHERCHE MANUELLE 

1. Recherche de references 

La consultation des documents de depart fournis par Monsieur Voirin et qui font reference a de 
nombreux travaux a foumi, outre les mots-cles, bon nombre de references de documents anterieurs 
contenant des informations sur notre sujet. 
Pour 1'annee 1996 et 1997, j'ai consulte les "Chemical Abstrcts" (documents sur papier) grace a 1'index de 
chaque volume pour les mots "capillary electrophoresis". "flavonoid", flavonoid glycoside", "phenol". 
Pour la meme periode, j'ai egalement regarde les pages de sommaire de "Journal of Chromatography" pour 
la rubrique "electrophoresis". 
J'ai recupere ainsi quelques documents supplementaires. 

2. Localisation et recuperation des documents primaires 

La localisation de la plupart des documents s'est faite a 1'aide du CD-Rom Myriade : Catalogue 
Collectif National des Publications en Serie (il recense 2 800 etablissements frangais publics ou prives) 
consultable a 1'ENSSIB et a la BU de Lyon I. 85% des revues necessaires se trouvant dans cette BU, 
1'obtention des documents primaires n'a pas pose veritablement de problemes. 

III - CONCLUSION 

La recherche sur Dialog a fourni des resultats tres pertinents et complets (malgre 1' interrogation en 
OneSearch) par rapport au sujet a traiter. "Current Contents" est la base qui recense le plus de references. 
Viennent ensuite les autres bases interrogees, d'une valeur egale si on regarde le nombre de documents 
rapatries de chacune (avant dedoublonnage bien sur). 
Dialog est donc un moyen efficace pour trouver en un temps relativement court (3 heures environ) une 
importante quantite de references de qualite. L'inconvenient majeur, mais il est justifie en quelque sorte, 
reste le cofit eleve de ce service. 
La consultation des CD-ROMs Medline et Embase n'a pas fourni dc references supplementaires. En 
revanche, Embase aurait pu donner de nombreuses informations a propos des flavonoides : extraction faites 
sur des plantes medicinales et proprietes de ces metabolites secondaires. 
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Avec Internet, les resultats obtenus ne concerncnt pas directement le sujet. Cependant, ils apportent des 
informations interessantes a propos de 1'electrophorese capillaire. 
Le suivi des documents papier au fur et a mesure de leur paration a permis de continuer la recherche 
documentaire jusqu'en mi-fevrier en surveillant d'eventuelles parutions. 

Compte tenu du theme de notre recherche bibliographique, Dialog est sans conteste 1'outil le plus adapte a la 
fourniture de documents secondaires. Cependant, pour la redaction de la synthese, les "a-cotes", trouves a 
1'aide dautres outils (CD-ROMs, Internet, Suivi des documents papier) ont ete tres utiles. 



SYNTHESE BIBLIOGMAPHIQUE 
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I - ELECTROPHORESE CAPILLAIRE (CE) 

1. Historique 

Une des conditions prdalables pour toute discipline en sciences chimiques ou biochimiques est la 
ndcessitd de pouvoir separer individuellement les composants d'un mdlange. 
Depuis les temps mddidvaux et jusqu'au debut de ce sidcle, les principales mdthodes dont disposait le chimiste 
pour la purification et 1'isolement des differentes molecules ou familles de molecules d'un melange etaient la 
filtration, la distillation et la cristallisation. Cependant, l'6volution de la complexite des systemes etudies, en 
biochimie principalement, a necessite le developpement de nouvelles technologies de separation. 
Aujourd'hui, les principales techniques d'analyse sont: 

- la centrifugation, 
- la chromatographie liquide ou gazeuse, 
- 1'electrophordse ou electromigration. 

Dans le monde scientifique, il n'est pas rare que la formulation de nouveaux concepts ou de nouvelles 
techniques analytiques soient anterieures de plusieurs dizaines d'annees a leur large utilisation par la 
communautd scientifique. 
Ainsi, i'61ectrophordse en est un exemple. En effet, les premidres expdriences que l'on peut considerer comme 
pionnidres de la technique electrophor6tique actuelle furent menees par Tiselius a la fin des annees 1930 [1]. 
D'autres formes d'61ectrophor6se ont suivi ces travaux comme 1'electrophorese sur papier applicable a 1'analyse 
de diverses molecules et plus tard les gels de polymeres et d'agarose pour 1'analyse de peptides, de proteines, 
d'ADN et d'ARN. 
D'un point de vue historique, l'electrophorese capillaire n'appara!t sur la scene analytique que beaucoup plus 
tard. En effet, c'est Hjerten qui, en 1967, decrit le premier systdme d'analyse par dlectrophorese capillaire [2]. 
Avec cet appareil, il 6tait capable de ddmontrer la sdparation d'ions inorganiques, de proteines et d'acides 
nucleiques de microorganismes. La performance de ce systeme dtait cependant limitde par des variations de 
qualitd optique le long de 1'axe du capillaire et par un large diamdtre interne de ce meme capillaire. Finalement, 
les travaux de Mikkers et al. [3] et de Jorgenson et Lukacs [4], a la fin des annees 1970, debut des anndes 1980 
ont mis en dvidence le pouvoir sdparatif de 1'dlectrophordse capillaire. Ces travaux ddcrivent des appareils 
relativement simples, composes d'un capillaire de silice fondue, de rdservoirs a electrodes, d'un detecteur 
optique, soumis k un champ electrique de fort voltage. 
La simplicite de ce systeme et 1'excellente separation des molecules, aussi bien les grosses que les petites, ont 
inspire de nombreux chercheurs et aujourd'hui, 1'electrophorese capillaire est une technique largement repandue. 

2. Les donnees bibliographiques et 1'electrophorese capillaire 

Compte tenu des raisons precedemment evoquees, la litterature concemant 1'electrophorese capillaire a 
augmente de fagon exponentielle depuis le debut des annees 1980 jusqu'au debut des annees 1990 [5]. En 
interrogeant la base de donnees "Current Contents", annee par annde, de 1990 i 1996, nous avons pu egalement 
constater une dvolution du nombre de publications ayant trait ^ cette technique d'analyse (figure 1). 

1965 

1993 

1991 

annie 
0 500 1CX30 1500 nombre de publications 

Figure 1 : Croissance de la litterature concernant 1'electrophorese capillaire dans la Base de Donnees "Current Contents". 
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D'autre part, bien que 1'electrophorese capillaire ait represente une part importante des congres et des meetings 
d'electrophorese et de chromatographie ces 10 derniercs annees, elle est apparue veritablement comme une 
technique a part entiere en 1989 a 1'occasion du 1" Symposium International d'Electrophorese Capillaire Haute 
Performance (HPCE) qui s'est tenu a Boston. Depuis, cette manifestation a lieu chaque annce et un compte-
rendu de ces journees est publie, sous forme d'articles classes par themes, dans un numero special de "Journal of 
Chromatography", 1'une des principales revues internationales de grande renommee dans le domaine des 
methodes de separation et d'analyse. Par exemple, le compte-rendu du 8eme Symposium International d'HPCE qui 
s'est tenu a Orlando du 21 au 25 janvier 1996 se trouve dans les volumes 744 [6] et 745 [7] de cettc revue. 
La 9eme edition de ce symposium a eu lieu du 26 au 30 janvier 1997 a Anaheim en Californie. 

Dans cette meme revue sont egalement publies, dans des numeros speciaux, des comptes-rendus d'autres 
symposiums sur 1'electrophorese capillaire comme par exemple : 

- le Symposium International d'Electrophorese Capillaire (York, Angleterre) qui a lieu tous les deux ans, 
- le Symposium International d'Electrophorese Capillaire et dlsotachophorese qui se tient egalement 

tous les deux ans. 
En parcourant les sommaires des dernieres annees de cette revue, nous avons aussi trouve un numero special 
entierement consacre a la separation par electrophorese capillaire des produits pharmaceutiques [8]. 
La revue "Journal of Chromatography" a publie en 1996 deux numeros : 747 [9] et 748 [10] sous le titre de 
"Section Bibliographique". Nous y avons trouve une partie "Electrophorese" contenant 35 sections : livres et 
revues; theorie; techniques generales; techniques speciales; derives hydrocarbones ; alcools ; phenols; acides 
organiques; steroides... A 1'interieur de chacune de ces sections se trouve une liste d'articles recents provenant de 
diverses revues se rapportant a l'intitule de la section. 

Sur le serveur Web de Elsevier [11], tres gros editeur de revues et ouvrages scientifiques, nous avons acces k 
une liste contenant les numeros et dates de parution des volumes de "Journal of Chromatography" des deux 
dernieres annees et pour chaque numero, il est possible d'avoir la page de sommaire des titres. 
Sur ce serveur, nous pouvons egalement faire des recherches de documents dans les differentes et nombreuses 
disciplines couvertes par le grand nombre de revues et livres de cet editeur. 

II y a 3 ans, en 1994, une revue consacree entierement a 1'electrophorese capillaire a vu le jour, signe de 
1'importance grandissante de cette technique. 11 s'agit de "Journal of Capillary Electrophoresis". Actuellement, 2 
bibliotheques universitaires y sont abonnees : celle de Tours et celle de Nancy (repertoriees dans Myriade, le 
catalogue collectif national des publications en serie, CD-ROM de 1995). 

Dcpuis 4-5 ans, il existe aussi des livres traitant uniquement de 1'electrophorese capillaire. Ainsi, la bibliotheque 
universitaire de Lyon I en possede 4 (consultation du catalogue en ligne de 1'ensemble des ouvrages disponibles 
dans les bibliotheques universitaires de Lyon I, OPAC). 

- "Capillary Electrophoresis - Principles, practice and applications." 1992 [12], 
- "Capillary Electrophoresis - Principles and practice." 1993 [13], 
- "Capillary Electrophoresis Technology." 1993 [14], 
- "Handbook of Capillary Electrophoresis." 1994 [15]. 

Enfin, pour clore cette partie concernant 1'evolution de la bibliographie ayant trait a 1'electrophorese capillaire, 
nous pouvons signaler que nous avons trouve des informations d'ordres divers et varies sur 1'Internet. 

- Societes d'Electrophorese : 
* Serveur de "l'American Electrophoresis Society" [16], ou se trouvent des informations ainsi 

que le dossier d'inscription et de reservation concernant le meeting, associe au congres des Societes 
d'Electrophorese, qui aura lieu du 24 au 27 Mars 1997 a Seattle (Washington). 

* Serveur de la "British Electrophoresis Society" (BES) [17]. Ce serveur propose des comptes-
rendus de congres, meetings, symposiums qui ont eu lieu en 1993, 94, 95 et 96 et pour lesquels cette societe a 
participe. 

* Serveur de la "Societe Erangaise d'Electrophorese" [18]. Sur ce serveur, nous avons acces 
par exemple: 

- au compte-rendu du Congres International d'Electrophorese qui s'est tenu a Paris du 30 
aout au 2 septembre 1995, 
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- au programme des prochaines manifestations pour cette discipline, 
- a un dossier d'inscription pour devenir membre de la societe, 
- a la consultation des deux serveurs cites precedemment. 

- Laboratoires de recherches ; 
Certains laboratoires mettent sur 1'Internet la liste de leurs travaux et publications. 

* Serveur du laboratoire Komatsu (Japon) [19] ou est consultable la liste des publications de 
1991 a 1995. Certains de ces travaux utilisent l'61ectrophorese capillaire comme technique de s6paration. 

* Serveur de l'6quipe de recherche de Charles A. Lucy de Calgary, Canada [20]. Ce laboratoire 
travaille beaucoup sur les applications et les facteurs influengant les analyses par electrophorese capillaire. Son 
serveur repertorie tous les articles parus, a paraitre, soumis ou en cours de redaction ainsi que les participations 
des chercheurs aux manifestations passees ou a venir. 

* Serveur de Llnstitut de Chimie Organique et Analytique (ICQA), Orleans [21]. Sur ce serveur 
se trouve la liste de toutes les publications, communications et brevets de ce laboratoire realises entre janvier 
1990 et decembre 1995. Certains de ces travaux concernent 1'analyse des flavonoides par electrophorese 
capillaire. 

- Societes commerciales : 
* Serveur de Merck [22], fabricant de reactifs et materiels pour 1'analyse en general. Ce site 

propose des reactifs electropurs destines a 1'analyse par electrophorese capillaire. 
* Serveur de Bcckman [23], sur lcquel on trouve des informations sur les conferences de 1996 

et 1997 conccrnant 1'AnaIyse. Ainsi, du 16 au 19 juin 1997 se tiendra a la Faculte dc Pharmacie de Montpellier 
un stage intitule : "1'Electrophorese Capillaire, methode de routine pour le contrdle de qualite des medicaments : 
approche pratique". Le programme et le formulaire d'inscription y sont egalement disponibles. 

3. Principe de 1'electrophorese capillaire 

3.1. Introduction 

L'electrophorese capillaire appartient a la grande famille de 1'electrophorese, l'une des 
techniques les plus largement repandues pour la separation et 1'analyse des substances ioniques. Presque tous les 
modes delcctrophorese utilisent une forme solide de support pour la migration electrique des analytes. 
Ces formes solides de support sont: 

- le papier : tres utilise pour la separation des acides amines et d'autres petites molecules organiques. 
- le gel d'agarose ou de polyacrilamide : largement utilise pour 1'analyse des proteines et des ARN/ADN. 

Cependant, en depit de sa capacite a une analyse a haute resolution de systemes complexes, elle presente 
quelques inconvenients que les scientifiques ont "supporte" pendant longtemps par manque d'alternative. 
Lineonvenient principal est certainement la vitesse de separation qui est limitee par la chaleur de Joule 
(1'echauffement du milieu conducteur du au courant electriquc qui le travcrsc). La faible dissipation de cette 
chaleur de Joule dans les solides (gel sur plaque) impose une utilisation de champs electriques de faible 
potentiel. De plus, d'un point de vue methodologique, il y a des taches "lourdes" et longues en temps, allant du 
moulage du gel, en passant par la preparation et le depot des echantillons, la resolution des especes 
ioniques/moleculaires, pour arriver au stade final ou Ie gel est colore et les resultats obtenus. 
II existe enfin d'autres problemes comme : 

- la faible reproductibilite surtout avec 1'analyse bidimensionnelle. 
- des differences de coloration dependant de l'analyte qui engendrent des difficultes de quantification. 
- l'impossibilite d'automatiser entierement ce procede electrophoretique. 

Cest ainsi que 1'utilisation de capillaires comme canaux d'electromigration pour la separation de diverses 
molecules presente non seulement une approche unique de separation mais aussi de nombreux avantages par 
rapport a Fapproche standard : electrophorese avec supports solides. 

Au cours des annees 80 - 90, comme 1'instrumentation pour la CE devenait techniquement realisable, ce mode 
d'analyse s'est largement repandu compte tenu d'une part, des besoins necessites par des analyses 
reproductibles en tres petites quantites, et d'autre part, d'une volonte de reduire la consommation de reactifs 
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toxiques, choses qui n'6taient pas rdalisables avec Vdlectrophordse conventionnelle et les techniques 
chromatographiques classiques que sont la chromatographie en phase gazeuse (GC) et la chromatographie 
Hquide haute performance (HPLC). 
En plus de la dissipation de la chaleur de Joule il y a de nombreux avantages associds & 1'utilisation de 
capillaires. Ceux-ci fournissent des volumes totaux de colonne de 1'ordre du pl. Cette technique utilise donc de 
tr6s petites quantitds de tampon. Le volume de 1'dchantillon ne devant pas exceder I h 5 % du volume total, les 
volumes d'echantillon introduits sont de 1'ordre du nl (< k 0,2 nl). Donc 5 pl d'dchantillon suffisent amplement 
pour des analyses rdpdtitives. 

En resume, nous pouvons retenir que 1'electrophorese capillaire est issue de 3 technologies : 
- le ddveloppement de la sdparation de substances chimiques par Vdlectrophordse conventionnelle , 
- le developpement de tubes en silice peu chers et de haute qualite provenant de la chromatographie en 

phase gazeuse, 
- le developpement de ddtecteurs optiques trds sensibles provenant de 1'HPLC. 

D'autre part, elle prdsente de rdels avantages tels que : 
- 1'utilisation d'une faible quantitd d'echantillon pour les analyses, 
- 1'utilisation d'une petite quantitd de solvant, 
- une vitesse d'analyse elevde, donc un temps d'analyse court, 
- une forte sensibilitd. 

3.2. Principe 

La base de la separation par dlectrophordse capilllaire est identique a celle des autres techniques 
electrophoretiques : les molecules chargees migrent en presence d'un champ dlectrique vers 1'electrode de charge 
opposde. 
Une particule chargde en solution sera mobile quand elle sera placee dans un champ electrique. La velocite, 
acquise par le solute sous 1'influence du champ dlectrique appliqud, est la resultante de la mobilitd apparente du 
solutd et le champ electrique [4]. 

Avec 1'electrophorese capillaire, le "coeur" du systeme d'analyse est un tube capillaire (figure 2). 
Ce sont gdneralement des capillaires de silice fondue ayant des diamdtres intemes de 20 a 100 jim, des 
longueurs de 20 a 100 cm et contenant une solution tampon. Exterieurement, ils sont recouverts avec une 
substance polymerique qui leur confere une grande flexibilite. 

B6tecteur 

Cepiiife 

limpon 
Tampo» 

Eleetrod* 

Figurc 2 : Schema general de l*appareil d'electrophorese capillaire. 

D'un point de vue general, plus le diametre inteme du capillaire est faible, meilleure sera la resolution. 
Avec de telles dimensions, le tres fort rapport surface/volume des capillaires favorise une tres grande dissipation 
de la chaleur de Joule generee par le champ electrique applique. Ceci est illustre dans le tableau VI qui compare 
le rapport volume/surface d'un systeme danalyse standard de gel sur plaque avec des capillaires standards de 
differents diametres internes remplis de gel (electrophorese capillaire sur gel). Cette forte disparite du rapport 
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surfacc/volume rend compte du fait que 1'analyse sur plaque de gel est limitee a des champs electriques de 15 a 
40 V/cm alors que des champs superieurs a 800 V/cm peuvent etre appliques a des capillaires contenant le 
meme type de gel [5]. Du fait de sa forte capacite a dissiper la chaleur de Joule, la separation dlectrophoretique 
peut etre realisee & plus de 30 000 V avec une temperature du capillaire thermostatee a temperature ambiante 
[5]. 

Tableau VI: Comparaison des rapports Surface/Volume pour du gel sur plaque et pour des capillaires de 57 cm de longueur 
et de diametres internes variables (d'apr6s Oda et Landers [5]). 

Surface (mm2) = S Volume (jil) = V Rapport S/V 
Gel sur plaque 
(14 x 11.5 x 0.15 cm) 32,20 24,15 1,3 
Capillairc (diametre interne) 
20 fim 35,81 0,179 200 
50 Mm 89,53 1,119 80 
75 fim 134,3 2,518 53 
100 pm 179,1 4,477 40 
200 |im 358,1 17,907 20 

L'6chantillon est introduit la plupart du temps a 1'anode et cette injection peut se faire de plusieurs fagons : 
- par diff6rence de pression (creation de vide en sortie du capillaire ou de surpression en entree), 
- par siphonnement (injection hydrostatique), 
- a 1'aide d'une valve d'injection, 
- par injection electrophoretique. 

La quantite d'echantillon a injecter est tres faible (de 1'ordre du ng) mais sa concentration doit etre relativement 
importante pour permettre la detection (de 1'ordre du pg.ml'1). Ceci du fait que le volume pouvant etre injecte 
sans perturber la separation est tres faible (de 1'ordre du nl). En effet, la resolution et les plateaux theoriques des 
analyses par CE diminuent quand augmente la quantite injectee. D'autre part, le temps d'injection doit etre aussi 
court que possible [25]. 
Une fois que 1'echantillon est injecte et le champ electrique applique, les solutes se separent en fonction de leur 
difference de mobilite. 
Apres une duree d'analyse de 15 a 20 minutes, les solutes passent devant une "fenetre", un detecteur, sur le 
capillaire et sont detectes en UV/Visible. 
La separation est bas6e sur la difference d'electromobilte des composes c'est-a-dire sur la difference de vitesse 
des molecules dans un champ electrique. Le champ electrique est fonction du voltage applique et de la longueur 
du capillaire (V/cm). Si les champs electriques utilises en HPCE excedent 300 ou 400 V/cm, les intensites sont 
par contre de 1'ordre de quelques dizaines de pamperes seulement. 

La paroi inteme du capillaire est chargee negativement, principalement par 1'ionisation des groupes silanol. 
Adjacents a la paroi, on trouve les contre-ions hydrates (cations) (figure 3). 

Figure 3 : Representation de la paroi interne du capillaire chargee negativement sur laquelle sont fixes les cations. 
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Lorsquc 1'on appliquc le champ clcctriquc, ces cations sont altires vers la cathode (-), induisant un deplacement 
du liquide dans le capillaire. Ce courant est appele le flux electroosmotique (EOF) et joue un role cssentiel dans 
de nombreux modes de CE, et plus particulierement dans la CZE [5]. 
L'EOF est la force majeure de conduction dans les separations par CE et ce flux a travers le capillaire est le 
resultat du fort potentiel de champ applique et la nature de silice. Cest 1'une des principales proprietes de la CE. 
Une caracteristique importante de l'EOF est qu'il est plat et non laminaire. Associe a un fort champ electrique, 
l'EOF contribue h 1'efficacite et a la resolution elevees de la HPCE. La puissance de l'EOF est dependante d'un 
certain nombre de parametres comme le pH, la constante dielectrique ct la viscosite du milieu [26]. 
L'application du champ electrique provoque une migration vers la cathode (-) des contre-ions et des molecules 
associees, liees par des liaisons hydrogenc [24]. 
D'une fagon g6nerale, quand le voltage est applique, tous les solutes sont transportes vers la cathode par le flux 
electroosmotique (EOF) de l'eau, mais la vitesse (et 1'ordre donc) a laquelle ces molecules migrent varie selon 
leur charge. 
Les molecules sont separees de la fagon suivante : 

- les cations migrent dans la meme direction que l'EOF, 
- lcs anions sont attires vers 1'anode (+), 
- les neutres migrent a une vitesse intermediaire entre celle des especes anioniques et celle des especes 

cationiques et ne seront pas bien separ6es [27]. 
Plus le rapport masse/charge est eleve, plus la vitcsse de migration electroosmotique est elevee en valeur 
absolue. Cependant, quelle quc soit leur charge, toutes les moleculcs sont entrainees vers la cathode par l'EOF. 
La vitesse de migration effective des molecules est donc la resultante de la vitesse de l'EOF et de la vitesse 
d'origine electrostatique. 
Ainsi la detection des differentes molecules ^ la cathode se fait dans 1'ordre suivant: 

- cations 
- neutres 
- anions. 

Tout comme il existe plusieurs techniques d'electrophor£se conventionnelle (standard, sur plaque), il existe 5 
techniques specialisees regroupees sous le terme "electrophorese capillaire". 
Actuellement, les 2 principales, largement developpees et exploitees, sont 1'electrophorese capillaire de zone 
(CZE) et la chromatographie electrocinetique micellaire (MECC). 

4. Les differentes techniques d'electrophorese capillaire 

4.1. Electrophorese capillaire de zone (CZE) ou electrophore.se capillaire en solution libre 
(FSCE). 

Lelectrophorese capillaire de zone est non seulement la forme la plus simple de CE mais aussi 
la forme la plus utilisee. 
A partir de cette forme delectrophorese capillaire, il est possible de decliner toutes les autres formes par 
1'addition de reactifs specialises (specifiques) au tampon de separation. 
Ainsi: 

- 1'addition de surfactants pour la chromatographie electrocinetique micellaire, 
- 1'addition de gel polymerise ou non pour 1'electrophorese capillaire sur gel, 
- 1'addition d'ampholines pour la focalisation isoelectrique capillaire, 
- 1'addition d'un second systeme de tampon pour 1'isotachophorese. 

Le mecanisme de separation par CZE est base sur les differences de rapport charge/masse. Les molecules sont 
eluees a travers le capillaire dans 1'ordre decroissant de charges positives (pour une merae masse). 
Pour les separations conduites a des valeurs de pH >4, l'EOF entrame vers la cathode (donc vers le detecteur) les 
molecules dans cet ordre : les molecules chargees positivement puis les molecules neutres et en dernier les 
molecules chargees negativement. Les especes avec une petite masse et tres chargees negativement, donc 
possedant un fort rapport charge/masse seront les plus repoussees par rapport a la cathode et ce sont elles qui 
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auront le tcmps de migration le plus long tandis que les petitcs moleculcs chargees positivement seront ddtectces 
les premieres (figure 4), 

% 

Figure 4 : Principe de la separation des molecules chargees par CZE. 

La CZE peut etre menee avec ou sans agent complexant. Dans ce dernier cas, 1'agent complcxant le plus souvent 
utilise est le borate qui peut former avec les molecules electrophoretiquement neutres (comme les sucres) des 
complexes ayant une charge negative rendant possible leur separation par CZE [28]. 

4.2. Chromatographie electrocinetique micellaire (MECC) [29] 

La MECC est un mode unique de la HPCE, capable de separer aussi bien les solutes neutres que 
les solutcs charges. 
Cette technique a ete decrite pour la premiere fois par Terabe et al. en 1984 [30] et est tres efficace pour la 
separation des solut6s neutres et hydrophobes. 
Dautre part, la theorie de 1'application de la MECC pour 1'analyse des solut6s anioniques [31] et des solutes 
cationiqucs [32] a ete decrite en detail ainsi que les differents facteurs affectant la resolution et la 
reproductibilite de ces analyses. 
En MECC, des surfactants ioniques sont rajoutes au tampon pour former des micelles. La micelle a une structure 
tridimensionnelle, avec les parties hydrophobes du surfactant a 1'interieur, les parties chargces a 1'cxterieur. 
La separation des molecules neutres est basee sur 1'interaction hydrophobe des solutes avec les micelles. Plus 
1'interaction est forte, plus le temps de migration des solutes avec les micelles est long. La selectivite de la 
MECC peut etre controlee par le choix du surfactant et par 1'ajout d'un modificateur au tampon. 
Les micelles sont introduites et elles migrent en direction opposee a 1'EOF. 
Les micelles les plus largement utilisces sont celles formees avec le surfactant anionique SDS (sodium dodecyl 
sulfate) charge negativement pour une large gamme de pH et migrant vers 1'anode tandis que l'EOF va vers la 
cathode [24] (llgure 5). 

Figure 5 : Reprcsentation de la separation par MECC avec des micelles de SDS. 
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Lc taux de migration de l'EOF est maintcnu superieur a celui des micelles, la migration "nette" se fait alors en 
direction de la cathode. Le partage des echantillons de molecules (neutres et hydrophobes) entre les micelles de 
SDS et la phase aqueuse ajoute une dimension supplementaire de chromatographie et de selectivite; dans ce cas, 
on parle de "facteur de capacite" (k') des differentcs molecules. 
Le comportement de migration des solutes charges en MECC est affecte par les proprietes electrophoretiques du 
solute et par son interaction avec les micelles, Les deux doivent etre considerees pour obtenir une description 
adequate du comportement "migratoire" et donc de la resolution. C'est pourquoi Corstjens et ai, en 1996, [33] 
ont mis au point une nouvelle equation dans laquelle la resolution est exprimee comme une fonction de 
l'interaction micellaire (facteur de capacite pour les molecules chargces) et la mobilite electrophoretique (temps 
de migration en solution libre) du solute charge. II devient alors possible d'ajuster les paramfetres experimentaux 
pour ameliorer la resolution. 

Le surfactant cationique CTAB (bromure de cetyltrimcthylammonium) pcut aussi etre utilise en MECC. Dans ce 
cas 1'EOF est inverse vers 1'anode et les micelles migrent vers la cathode. La vitesse des solutes charges 
negativement est alors augmentee par l'EOF tandis que la migration des micelles de CTAB est retardee [24]. 

L'une des applications les plus importantes de la MECC est 1'analyse des molecules neutres. Par CZE, ces 
substances migrent toutes en meme temps et a peu pres a la meme vitesse que l'EOF. 
Avec un surfactant ajoute a une concentration superieure a la concentration micellaire critique (CMC) les 
composes neutres hydrophobes migrent lentement du fait de leur interaction avec les micelles, Dans ce cas, les 
solutes migrent de la meme fagon que s'ils etaient analyses par HPLC en phase inverse, ou les separations 
resultent aussi de differences d'hydrophobicite des molecules. 

4.3. Electrophore.se capillaire sur gel (CGE) [34] 

La CGE est 1'equivalent en HPCE de Velectrophorese conventionnelle sur plaque, Elle est 
utilisee pour la separation sterique des macromolecules biologiques telles que les oligonucleotides, les 
fragments d'ADN et les proteines. La separation est realisee en remplissant le capillaire avec, par exemple, une 
matrice polyacrilamide reticulee ou meme des solutions de polymere lineaires. 
Ses principaux avantages sur 1'electrophorese sur plaque de gel: 

- un choix beaucoup plus large de matrices gelosees et de compositions, 
- la detection directe, 
- de meilleures analyses quantitatives, 
- I'automatisation. 

4.4. Focalisation isoeleetrique capillaire (CIEF) [35] 

La focalisation isoelectrique capillaire est utilisee pour la separation des biomolecules, 
principalement les proteines, en fonction de leur point isoelectrique (pl). La CIEF est realisee en remplissant le 
capillaire avec un melange d'ampholytes et d'echantilIon, et en realisant un gradient de pH. En plagant une 
solution basique a la cathode et une solution acide a 1'anode, puis en appliquant un champ electrique, les 
ampholytes et les solutes migrent jusqu'a ce qu'ils atteignent une region ou leur charge globale est neutre (a leur 
pl). Les zones d'ampholytes et de solutes restent extremement etroites etant donne que la diffusion vers une zone 
de pH different produit une charge, et donc le retour a la zone originale. 

4.5. Isotachophorese (ITP) ou isotachophorese capillaire (CITP) [36] 

L'isotachophorese utilise deux systemes de tampon differents. La prise en sandwich des solutes 
entre un electrolyte frontal et un electrolyte posterieur cree un etat stable au sein duquel les zones de solutes 
migrent 1'une derriere l'autre en ordre de mobilite decroissante. 
L'ITP presente deux caracteristiques specifiques : toutes les zones de solutes migrent a la meme vitesse et 
adoptent toutes la concentration de 1'electrolyte de tete. Cette dernifere caracteristique fait de l'ITP une technique 
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tres utile pour 1'analy.se de solutions diluees. Les echantillons peuvent etre concentres jusqu'a plusieurs ordres de 
grandeur. 

5. Domaines d'application de 1'electrophorese capillairc 

Compte tenu du tres grand eventail de moleculcs pouvant etre analysees par electrophorese capillaire et 
des nombreux avantages qu'elle presente, cette technique est utilisee dans de nombreux domaines aussi bien 
pour des analyses de routine (pour le controle qualite par exemple) que pour des analyses experimentales. 
L'electrophorese capillaire est ainsi utilisee dans : 

- le domaine agroalimentaire [37, 38], 
* analyse des vitamines [39, 40], 
* analyse des additifs alimentaires [41], 
* analyse des acides organiques [42, 43], 

- le domaine medical et pharmaceutique [44, 45] 
* analyse des vitamines [46, 47], 
* analyse des medicaments [8|, 

- le domaine de Venvironnernent 
* analyse des polluants [48, 49], 
* analyse des residus de pesticides et herbicides [50, 51]. 

II - ELECTROPHORESE CAPILLAIRE DES FLAVONOIDES 

1. Introduction 

Les flavonoi'des sont des metabolites secondaires vegetaux appartenant a la classe des composes 
phenoliques. Actuellement, plus de 4 000 ont ete identifies dans les plantes vasculaires. Certains sont des 
pigments floraux (flavus = jaune) dans la plupart des familles d'angiospermes. Cependant leur presence n'est 
pas seulement limitee aux fleurs, ils sont contenus dans toutes les parties de la plante. Leur role biologique est 
mal connu. En raison de leur structure polyphenolique, ils pourraient intervenir dans les chafnes 
d'oxydoreduction. 
On designe sous le terme de fiavonoides plusieurs groupes de substances. Pour leur classification, le stade 
d'oxydation de 1'heterocycle C et la position du cycle B sont pris en compte. Ainsi les sous-groupes les plus 
importants sont : les flavones, les flavonols, les flavanones, les isoflavones, les chalcones, les aurones, et les 
anthocyanidines (figure 6). A 1'exception des chalcones, toutes ces molecules sont tricycliques [52]. 

Dans les vegetaux, ces molecules peuvent se trouver a 1'etat libre (aglycones) ou glycosylees. 
Ces composes different par : 

* leur degre de saturation, 
* le nombre de groupements hydroxyles, 
* le nombre de groupements methyles 
* le nombre de sucres. 

La determination des flavonoides, isolement, analyse et identification, est essentielle du fait de leurs differentes 
proprietes physiologiques et activites biologiques. 
L'etude de ces composes necessite la separation de melanges complexes de composes souvent de nature 
chimique tres proche. Les techniques chromatographiques telles que la chromatographie sur papier et la 
chromatographie sur couche mince (TLC) ont joue un role important [53]. Ces techniques, utilisees avec une 
large garnme d'agents de detection peuvent fournir de bonnes informations qualitatives mais sont peu fiables 
pour une etude quantitative. Jusque dans les annees 90, 1'HPLC donne une bonne separation des flavonoides a 
travers 1'optimisation des phases mobiles et stationnaires et est tres efficace pour la quantification [54]. 
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L'arrivde de la CE a donn6 un "second souffle" k 1'analyse des flavonoides du fait de ses dnormes possibilites. 

HO. 
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Figure 6 : Representation des principaux sous-groupes de flavonoides. 

2. Analyse des flavonoides par electrophorese capillaire 

Depuis maintenant quelques annees, Felectrophorese capillaire est utilisee comme technique d'analyse 
de nombreux metabolites secondaires. A ce sujet, un article de synthese a ete realise en 1994 par Tomas-
Barberan [24] dans lequel il indique que cette technique s'applique aussi bien aux composes acides (composes 
phdnoliques [55, 56]) qu'aux composes basiques (metabolites secondaires azotes [57, 58]) ou aux metabolites 
neutres (terpenoides [59]). 
En ce qui concerne les flavonoides qui sont des composes phenoliques, ils sont analyses principalement par 
CZE et MECC [60]. 

2,1. Flavonoides aglyeones (flavones, flavanones et flavonols principalement) 

2.1.1. Analyse par chromatographie electrocinetique micellaire (MECC) 

Les flavonoides aglycones sont soit naturellement presents dans les plantes soit obtenus 
apres une hydrolyse acide des flavonoides-O-glycosides. 
En MECC, les principaux parametres analytiques affectant la sdparation des molecules sont le pH et la 
concentration en SDS. Ng et al. [61, 62] proposent alors un schema d'optimisation systematique des conditions 
d'analyse d*un melange de flavonoides aglycones commerciaux (flavonols, flavones, flavanones). En faisant 
varier le pH de 6,5 a 8,5 et la concentration en SDS de 10 a 50 mM, ils obtiennent la meilleure separation avec 
un tampon phosphate (50mM) - borate (50 mM) a pH 7,5 et une concentration de 42 mM en SDS, avec un temps 
d'analyse de 28 mn. Dans ces conditions, ils constatent que les flavonoides aglycones sont separes par leur 
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difference de tendance h etre retenus par les micelles de SDS et migrent dans 1'ordre suivant: du plus polaire (le 
moins retenu) au plus lipophile (le plus retenu). 
Un resultat similaire a ete obtenu par Pietta et al. [63] avec des flavonoides aglycones obtcnus apres une 
hydrolyse acide de 3-O-glycosides de flavonol. Ils montrent qu'en prcscnce de tampon borate (25 mM) a pH 8,3 
et de 30 mM de SDS (detcction, 260 nm et 27°C), la myricetine, la quercetine, le kaempferol et 1'isorhamnetine 
migrent dans cet ordre et sont bien separes. Dans ces conditions, il semble que l'hydrophobieite de la molecule 
soit le principal facteur affectant la sdparation. 
Delgado et al. [64] ont analyse les flavonoides aglyconcs natifs du miel par MECC dans le but de pouvoir en 
deduire son origine botanique. La multiplicite des interactions ayant lieu dans les micelles : hydrophobes, 
clectrostatiques et liaisons hydrogenes, permet une separation tres efficace et la meilleure a ete obtenue dans les 
conditions suivantes : tampon borate, 200 mM a pH 8,5 et SDS, 50 mM. 
D'autres travaux ont ete effectues pour etablir des correlations entre les profils flavonoidiques et 1'origine 
botaniquc des miels (lavande, rornarin, citron, bruyere...). En utilisant les memes conditions que precedemment, 
Ferreres et al. [65] ont obtenu des elutions simultanees de plusieurs flavonoides. Un apport de methanol a une 
conccntration de 10% a nettcment ameliore la separation. En effet, 1'additon de methanol entraine unc 
augmentation de la solubilite des flavonoides dans le tampon et une diminution de l'EOF qui a pour resultat une 
augmentaion du temps de migration. Ceci etant du a une modification de la viscosite du tampon. Cette 
separation est un plus par rapport a 1'HPLC, technique avec laquelle certaines paires de flavonoides iVetaicnt 
pas separees. En effet, en MECC, les flavonoides aglycones sont separes par la combinaison de 2 facteurs: la 
charge et l'hydrophobieite. Plus la molecule est chargee negativement, plus son temps de migration est long. Ce 
"chargement negatif" des flavonoidcs est accru par leur complexation possible avec le borate ce qui donne aux 
molecules une nouvelle mobilite electrophorctique. 

Archambault et al. [66] ont observe cependant que le parametre dominant en MECC pour 1'analyse de solutes 
possedant des groupes hydroxyles ionisables etait le pH par rapport a la concentration en SDS. De plus, la 
separation de plusieurs flavono'ides aglycones hydroxyles ou methoxyles necessite 1'addition de solvants 
organiques, comme precedemment. Le methanol ameliore de beaucoup la resolution des flavonoides 
methoxyles. 
Un autre solvant organique a ete egalement teste : 1'acetonitrile pour dissoudre des echantillons contenant des 
flavones aglycones methylees, constituants de nombreuses plantes et herbes mSdicinales possedant des 
proprietes antioxydatives et ayant egalement des effets pharmacologiques et ecologiques [67]. Ces auteurs ont 
etudie 1'influence du degr6 de methylation sur le comportement de ces moleeules en MECC. Les meilleures 
conditions d'analyse ont 6te les suivantes : tampon borate, 0,1 M a pH 8, SDS, 50 mM et 10% d'acetonitrile 
pour dissoudre 1'echantillon. Pour la separation de ces flavones, en plus de 1'interaction hydrophobe avec les 
micelles, 1'ionisation avec les groupements hydroxyles et leur complexation avec le borate affectent 1'ordre de 
migration des molecules. Plus la molecule est hydrophobe, plus son temps de migration est long car il existe 
plus d'interactions avec les micelles. Ce qui explique 1'augmentation du temps de migration lorsque le rapport 
"Groupement mcthoxyle/Groupcment hydroxyle" augmente. Ainsi, les auteurs ont observe que pour un -OH 
replace par un -OCH3, le temps de migration augmente de 2 mn. Et la substitution d'un second -OII 1'augmente 
de 7 mn. 
Les flavones avec des -OH susceptibles d'etre ionises au pH du tampon auront une charge negative et donc une 
migration electrophoretique vers 1'anode (+), ce qui augmentera leur temps de migration. 
Dans ee cas, 1'acidite (pKa) des differents groupes hydroxyles jouent un rdle tres important dans la separation. 
Un -OH dont le pKa est 8 (ou moins), place dans un tampon de pH 8 egalement, sera ionise et entrafnera une 
modification de la migration electrophoretique de la molecule. En fonction de la place du groupement hydroxyl 
sur le squelette flavonoidique, le pKa varie. 
Le SDS est le surfactant le plus utilise mais Li et Sheu [68] ont teste le sodium cholate car ils voulaient analyser 
simultanement par MECC des flavonoides aglycones et des alcaloides de 2 plantes dont le melange est utilise en 
medecine chinoise. Ils ont determine que les conditions optimales d'analyse etaient un tampon borate, 5 mM a 
pH 6,97, du sodium-cholate, 50 mM et 40% d'acetonitrile. 
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2.1.2. Analyse par electrophorese capillaire de zone (CZE) 

La CZE est peu utilisee pour 1'etude des flavonoides aglycones, il existe cependant 
quelques travaux. 
Ainsi, McGhie et Markham [69] separent des flavonols aglycones par CZE. Les conditions d'analyse sont les 
suivantes : tampon borate de sodium, 25 mM a pH 9,5 et 20% de methanol. 11 s constatent que les differences 
d'electromobilite des 3-flavonols aglyconcs : quercetine-3'-methyl ether, kaempferol et quercetine, est due aux 
differences de taille moleculaire et d'acidite des groupes phenoliques libres. Les groupes phenoliques lies au 
squelette flavonoidique contribuent aux differents niveaux de charge des flavonols a cause de leur difference 
d'acidite. Par exemple, le pKa du groupement 7-OH est de 8,2 pour le kaempferol (et de 7,3 pour la quercetine) 
et celui du groupement 5-OH est de 12,5. 
Dans leurs conditions d'analyse, les groupements 7-OH et 4'-OH (pKa, 9,5) interviennent dans la charge de la 
molecule alors que les groupements 3-OH et 3'-OH participent de fagon beaucoup moins importante compte 
tenu de leur pKa eleve. 
La difference de mobilite electrophoretique entre la quercetine qui possede un groupement 3'-OH et le 
kaempferol qui ne I'a pas est probablement due a "1'acidite nette" plus importante des groupes 7-OH et 4-OH de 
cette premiere comparee a celle du kaempferol. Celui-ci sera donc moins dissocie, et aura une vitesse de 
migration plus rapide. 
Ces deux memes auteurs [70] ont etudie de fagon plus approfondie cette influence du pKa sur la mobilite 
electrophoretique de flavonoides de synthese : 8 monohydroxyflavones et 4 derives tri-O-methyles de luteoline. 
Pour chaque serie, ils ont ainsi elimine 1'influence de la taille moleculaire. Les conditions d'analyse sont les 
memes que precedemment. 
Ils constatent alors qu'il existe une relation lineaire entre la mobilite electrophoretique (EM) et le pKa pour 
chaque serie. Le pKa est donc un facteur determinant dans l'EM : plus il est faible, plus la mobilite 
electrophoretique est importante. 
De plus, les mobilites electrophoretiques sont plus elevees dans le cas des monohydroxyflavones par rapport 
aux derives tri-O-methyl de luteoline, a cause de leur taille plus faible. 
Dans le cas des derives tri-O-methyl de luteoline, ces composes ont le meme poids moleculaire mais different 
par la position du groupe hydroxyle sur le squelette. Les autres groupements sont methyles donc non charges a 
PH 9,5 et n'ont alors pas d'influence sur l'EM. Les auteurs constatent que la position du groupement -OH a le 
meme effet sur l'EM que dans le cas des monohydroxyflavones. Les differences de pKa dues a la presence des 
groupements methoxyles est negligeable. 
Concernant les dihydroxyflavones egalement etudiees, les differences d'EM sont plus complexes. Bien que la 
taille moleculaire augmente par 1'addition du groupe -OH, la diminution de l'EM attendue est masquee par les 
changements d'acidite de la molecule consecutifs a 1'ajout de ce groupement. 

Fernandes et al. [71] utilisent aussi cette technique pour la determination de flavonoides, d'acides phenoliques et 
cinnamiques d'extraits de Ribes nigrum. Le tampon est un melange sodium dihydrogene sulfate, 50 mM, acide 
borique, 100 mM a pH 7 et le solvant, le 1-propanol a 9%. Ce solvant ameliore la separation mais altere les 
caracteristiques de la colonne suite a une utilisation prolongee. 

2.2. Flavonoides glycosyles 

Les molecules de sucre sont neutres et par consequent ne peuvent pas etre separees 
electrophoretiquement sauf a pH eleve (superieur a 11). Cependant par addition de borate aux solutions 
aqueuses, ils peuvent etre transformes en complexes borates charges negativement a condition de posseder deux 
groupements hydroxyles vicinaux cis. Cette complexation augmente avec la concentration en borate et avec le 
PH, ce qui entraine une augmentation de la mobilite electrophoretique [72]. 
Lamplitude de la complextion avec le borate des flavonoides glycosides depend du nombre de sites sur le residu 
sucre pouvant etre complexe et par consequent de sa configuration. Cet element va avoir un effet sur les ordres 
de migration des molecules, En effet, la mobilite du complexe borate-solute depend de sa "charge nette" et de sa 
masse. 
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2.2.1. Flavonoides-O-glycosides (flavones, flavanones et flavonols principalement) 

2.2.1.1. Analyse par chromatographie electrocinetique micellaire (MECC) 

Les premiers travaux sur 1'analyse des flavonoides-O-glycosides par MECC 
datent de 1991 dans le but de comparer ces resultats avec ceux obtenus en HPLC [72]. Les echantillons analyses 
sont des 3-O-glycosides de flavonoide commerciaux et un extrait methanolique a 30% de Ginkgo biloba, arbre 
sacre, dont les feuilles sont utilisees actuellement en therapeutique. Les conditions d'analyse retenues sont un 
tampon sodium-borate, 20 mM a pH 8,3 et 50 mM de SDS. A ce pH, l'EOF est suffisamment fort pour 
contrecarrer la tendance des molecules chargees negativement a migrer a 1'oppose du detecteur (-) et la 
separation resulte des differences de repartition des molecules a 1'interieur et a 1'exterieur des "coeurs" 
hydrophobes des micelles. 
Les premieres molecules detectees sont les 3-O-glycosides de quercetine, viennent ensuite les 3-O-glycosides de 
kaempferol et enfin les 3-O-glycosides d'isorhamnetine. 
Compte tenu des resultats, la MECC a une puissance de resolution plus importante et est plus rapide que 
1'IIPLC. Cette techniquc est egalement plus sensible et plus econome en solvant. 
D'autres extraits vegetaux obtenus a partir de fleurs de Calendula officinalis et de Sambucus nigra et contenant 
egalement des 3-O-glycosides de flavonoide ont egalement ete analyses. Une bonne separation a ete obtenue 
dans des conditions danalyse voisines: tampon sodium-borate, 20 mM apH 8,3 et 60 mM de SDS [73]. 
En 1994, Pietta et al. ont etudie le comportement de migration des O-glycosides de flavonoide en fonction de 
leur degre d'hydroxylation et en fonction des conditions d'analyse [74]. 
IIs constatent que le 2-propanoI pose des problemes pour la migration et la resolution. En revanche, une 
concentration de 30% en methanol offre une resolution maximale. 
La presence de SDS est primordiale pour la separation de tous les composants. Le SDS diminue la mobilite 
electrophoretique du kaempferol et de l'isorhamnetine par rapport a celle de la quercetine. 
L'etude d'une gamme de pH de 8 h 10 indique qu'a pH 8,3 la structure de 1'aglycone et le type de sucre substitue 
ont un impact sur la migration tandis qu'a pH 9,3, le comportement electrophoretique est essentiellement 
influence par les liaisons carbohydrate-borate. A ce pH, la presence de SDS est moins significative. A pH 10,5 
elle n'a plus aucune incidence sur la mobilite et la resolution, 
Plus recemment encore, la MECC a ete utilisee pour optimiser la separation de 16 flavonoides 
pharmacologiquement actifs extraits despeces &'Epimedium, herbes chinoises (75]. 
Ces molecules different par : 

* des glycosides et des aglycones avec des substituants differents, 
* un mcme aglycone peut avoir differents degres de glycosylation, 
* meme nombre, meme type de liaisons, meme position du sucre mais avec differents modeles 

d'hydroxylation des aglycones, 
* meme nombre, meme type de liaison entre sucre et aglycone mais avec types de sucre varies, 
* constituants avec differences seulement dans les sucres terminaux. 

Les composes flavonoidiques sont des acides faibles avec des constantes d'ionisation (pKa) allant de 9 a 12 liees 
a la presence de groupements hydroxyles phenoliques. Leur charge apparente depend des valeurs de pKa, du pH 
de 1'echantillon et du tampon. 
Leurs etudes ont montre qu'a pH neutre, les flavonoides etudies coeluent pour differentes concentrations de 
tampon phosphate (30 - 100 mM). A cause de la nature phenolique des flavonoides, des systemes de tampons 
alcalins ont ete testes. Les auteurs (Liang et al.) ont retenu le tampon borate, 20 mM a pH 10,5, qui s'est avere 
etre le meilleur : 9 des 16 composes sont separes par CZE. 
La concentration micellaire critique (CMC) du SDS est de 8,2 mM dans de l'eau pure a 25°C, En presence d'une 
solution d'electrolytes, un tampon phosphate-borate, elle n'est plus que de 2,9 mM. 
Quand on augmente la concentration en SDS, la resolution augmente, Au dela d'une concentration de 20 mM, 
une augmentation supplementaire ameliore la separation des flavonoides aglycones mais pas celle des 
flavonoides glycosides, di- ou trisaccharides. 
Les aglycones migrent plus douccment que leurs glycosides correspondants, ceci a cause de la glycosylation de 
ces derniers qui les rend plus hydrophiles et donc plus solubles dans 1'eau, 
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Ces auteurs ont egalemcnt teste differents solvants, Ils ont observe que le 2-propanol ou 1'aeetonitrile (de 5 a 
15%) amcliore la resolution tout en augmentant les temps de migration et entrafne egalement un elargissement 
de la base des pics. En revanche, une concentration de 1 mM de 1,3-diaminopropane s'est revelee benefique 
pour une mcilleure separation. 
Les conditions finalement retenues sont un tampon boratc, 20 mM a pH 8,5, 40 mM de SDS et 1 mM de 1,3-
diaminopropane. 14 flavonoTdes sur 16 sont separes en un seul passage et en moins de 20 mn. 
Jusqu'a present, le seul surfactant utilis6 etait le SDS. Bjergegaard et al. [76] ont analyse des flavonoides 
glycosyles extraits de cruciferes en presence d'autres d'autres detergents ; 

* le CTAB (bromure de cetyltrimethylammonium) qui forme des micelles cationiques. Dans ce cas, 
1'EOFest en direction de 1'anode tandis que les micelles de CTAB migrent vers la cathode. 

* le cholate utilise comme detergent en combinaison avec la taurine. Dans ce cas, l'EOF est en direction 
de la cathode et les micelles migrent "naturellement" vcrs 1'anode. 
II ressort de cette etude que ces deux surfactants peuvent etre utilises pour la separation des flavonoides. Celle-
ci est comme toujours basee sur la migration des molecules en fonction de leur charge et de leur masse. 
Cependant, le changement d'hydrophobicite de certains des flavonoides a une repercussion plus importante sur 
leur temps de migration dans le systeme cholate-taurine, ce qui le rend plus performant par rapport au systeme 
CTAB. 

2.2.1.2. Analyse par electrophorese capillaire de zone (CZE) 

Les premiers travaux datent de 1992 sur des extraits methanoliques de 
Sambucus nigra [25]. La meilleure separation est obtenue dans les conditions d'analyse suivantes : tampon 
borate 0,15 M a pH 10. 
A ce PH, les analytes charges negativement ont tendance a migrer vers 1'anode (+). L'EOF etant superieur a la 
mobilite electrophoretique, la migration "nette" sera en direction de la cathode. 
Une analyse quantitative de la rutine a ete realisee, flavonoide d'un tres grand interet pour 1'industrie 
phytopharmaceutique. La solution standard est injectee en meme temps que 1'echantillon, Sa courbe de 
calibration est lineaire pour des concentrations de 0,1 a 1 mg.mV1. Cependant, les coefficients de variation 
restent importants (10,3%) d'une injection a 1'autre. 
Morin et Dreux [77] et Morin et al. [78] ont etudie 1'influence de deux electrolytes a pH 10,5. 

* tampon phosphate-borate 
* tampon sodium-borate 

Avec le premier systeme, ils constatent que 1'ionisation des squelettes flavonoidiques n'est pas assez forte pour 
permettre un bonne separation. 
Dans le cas des glycosides de flavonoide (3-O-glycosides de quercetine), la concentration en borate a une 
incidence sur le degre de complexation des sucres ou du squelette flavonoidique : le temps de migration de 
chaque solute est alors augmente quand se produit cette complexation. 
Cette formation de complexes est un equilibre fortement dependant du pH : plus le pH augmente, plus la 
formation de complcxcs est importante. Ceci entraine une plus grande mobilite electrophoretique et par 
consequent une augmentation des temps de migration. 
De plus, ces temps de migration dependent aussi de la concentration en borate qui influe sur 1'EOF. 
Ainsi, le 3-O-disaccharide de quercetine a une mobilite electrophoretique plus faible que les 3-0-
monosaccharides de quercetine a cause de sa plus faible densite de charge. 
Les 3-O-disaccharides de quercetine seront detectes en premier et les 3-O-monosaccharides de quercetine 
ensuite. A 1'interieur de chaque groupe, le temps de migration dependra des preferences structurales pour la 
formation de complexes borates (depend des sucres presents). 
Morin et al. [79] ont egalement etudie la separation de 7-O-glycosides de flavonoide par CZE. Des resultats 
similaires ont ete obtenus, a savoir la necessite d'un tampon complexant, le borate, 200 mM. un pH de 10,5 pour 
lequel la partie sucre des flavonoides glycosides n'est pas ionisee (pKa, 11,9-12,5), 
La complexation est plus importante avec un tarnpon alcalin et une forte concentration en acide borique. 
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Fernandez de Simon et al. [80] ont etudie 1'effet du pH et de la temperature sur des flavonoides glycosides 
extraits de jus de fruits et de vin. IIs constatent qu'a pH 10, des augmentations de temperature diminuent la 
viscosite du milieu, ce qui engendre une augmentation de la mobilite electrophoretique (EM). 
Cette augmentation est idcntiquc pour tous les flavonoides etudies. Meme s'il existe un effet evident de la 
temperature sur la mobilite dlectrophoretique, elle n'a pas ou peu d'incidence sur la resolution. II n'est donc pas 
necessaire de travailler a des temperatures superieures a 25°C. Une bonne resolution est obtenue est obtenue a 
pH 9,5 et 9,6. Dans cet intervalle, le comportement electrophoretique est principalement influence par le type de 
sucres lie a 1'aglycone. 
La formation de complexes borate-sucre est d'une grande importance dans la separation par CZE des 
flavonoides glycosides ayant le meme aglycone [69]. En effet, la glycosylation des groupes phenoliques libres 
diminue 1'EM a cause de l'augmentation de la taille moleculaire et de la reduction de charge par la perte des 
groupements ionisables. 
Leffet de la reduction de l'EM suite a une augmentation de la taille moleculaire est egalement mise en evidence 
par la comparaison de glycosides et de methyl ether substitues. Ainsi, l'EM est plus faible (d'un facteur 2) pour 
un glucose que pour un methyl ether, principale consequence de 1'augmentation de la taille moleculaire, 
independamment de la complexation borate-sucre possible qui modifie egalement l'EM. 
La CZE est capablc de separer un grand nombre de glycosides de flavonol. Cette separation est le resultat 
d'interactions complexes affectant la mobilite electrophoretique. Les facteurs dominants sont la taille 
moleculaire et la position et le nombre de groupements hydroxyles restant sur le flavonol. D'autres facteurs 
importants sont le type des sucres et la presence eventuelle de substituants ionisables supplementaires. Ces 
facteurs fournissent une base pour 1'estimation du comportement electrophoretique de nombreux flavonols 
aglycones et glycosides et la prediction de leur possible separation par CZE. 

2.2.2. FlavonoMes-C-glycosides 

A notre connaissance, un seul travail a ete effectue sur cette classe de composes, c'est 
1'etude menee par McGhie [81]. Son but est d'optimiser par CZE la separation des flavonoides de la cane a sucre 
dont certains sont des flavonoi"des-C-glycosides. L'auteur constate un effet marque du pH sur les temps de 
migration et la separation des composes : le temps d'analyse augmente avec le pH. 
Les meilleures conditions d'analyse sont un tampon borate. 25mM a pH 9,5 et 20% de methanol. 
L'apigenine, utilisee comme standard a permis une etude quantitative des flavonoides de la cane a sucre. 

2.3. Isoflavones 

Contrairement aux flavonoides largement repandus chez les vegetaux, les isoflavones ne sont 
rencontrees que dans la sous famille des Legumineuses : les Lotoideae. 
Leur analyse par CZE date de 1994 (82). Ces molecules sont extraites de graines de soja et sont analysees dans 
les conditions suivantes : un tampon borate, 200 mM a pH 8,6 et un melange acetonitrile-eau comme solvant. 
Cette technique s'est averee tres utile pour 1'isolement et la purification de ces composes. Par rapport a 1'HPLC, 
elle est plus rapide et les capillaires pour la CZE sont moins chers que les colonnes pour HPLC. 
Enfin, cette technique, comme 1'HPLC, peut etre couplee a la spectrometrie de masse, technique indispensable 
pour 1'identification de nouvelles molecules [83]. 

2.4. Anthocyanines 

Ce sont des flavonoides colores. Elles forment le groupe le plus important des pigments 
vegetaux visibles par 1'oeil humain. 
Des anthocyanines (anthocyanidines glycosylees) ont ete analysees pour la premiere fois par CZE en 1996 [84]. 
La separation se fait selon la nature de 1'aglycone et le degre de glycosylation. 
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Dans cette premiere approche, les conditions d'analyse sont les suivantes : un tampon borate, 150 mM a pH 8. 
La separation des anthocyanines est satisfaisante et 1'optimisation des parametres analytiques peut alors etre 
envisag6e. 

III - CONCLUSION 

Uelectrophorese capillaire est une technique analytiquc presentant de nombreux avantages par rapport 
aux techniques classiques que sont la chromatographie liquide haute performance ou la chromatogrphie sur 
couche mince ou sur papier. Parmi les principaux, nous pouvons citer la forte sensibilit6 qui entraine une faible 
consommation d'echantillon, la courte duree des analyses et 1'utilisation de petites quantites de solvant. 
Compte tenu des diff6rentes formes d'electrophorese capillaire, les molecules neutres, positives ou negatives 
peuvent etre anlysees. 
Pour 1'etude des flavonoides, metabolites secondaires vegetaux, les deux formes d'electrophorese capillaire 
utilisees sont 1'electrophorese capillaire de zone et la chromatographie electrocinetique micellaire. Pour chaque 
classe de compos6s des mises au point des conditions analytiques sont necessaires du fait de la grande diversite 
de ces molecules. Cette diversite (degre de saturation, nombre de groupements -OH, nombre de groupements -
CH3, nombre de sucres...) entraine des variations de resolution et donc influe sur la qualite de la separation. 



CONCL USION GENERALE 
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De par leurs proprietes biologiques, les flavonoides, composes phenoliques vegetaux presentent un 
grand interet pour l'industrie pharmaceutique. Les mises au point dextraction et danalyse sont donc 
primordialcs. Jusque dans les annees 1990, leur analyse se faisait principalement par chromatographic 
liquide haute performance mais dcpuis est apparue une technique complcmentaire et plus performante : 
lelectrophorese capillaire. 
La recherche bibliographique portant sur 1'etude des flavonoides par electrophorese capillaire a ete menee de 
plusieurs fagons. II ressort que pour le sujet proprement dit, 1'interrogation de bases de donnees par 
1'intermediaire du serveur Dialog permet de recuperer de nombreuses references pertinentes par rapport au 
sujet. "Current Contents" est la base de donnees qui recense le plus de notices bibliographiques prenant en 
compte la technique danalyse et les composes etudies. Les autres bases interrogees fournissent un nombre 
de references approximativement equivalent mais infcrieur a "Current Contents". 
L'interrogation de bases de donnees a orientation medicale sur CD-ROMs nous a permis d'obtenir des 
notices portant sur 1'extraction, 1'analyse et les proprietes des flavonoides. 
Pour replacer cette etude dans un contexte plus general, le catalogue des bibliotheques (OPAC) et les 
recherches sur 1'Intemet ont foumi bon nombre d'informations interessantes. 
Enfin, la consultation des "Chcmical Abstracts" (documents papier) et des pages de sommaire de "Joumal of 
chromatography", revue intemationale specialisee dans les techniques de chromatographie, a permis de 
surveiller la parution de nouvelles publications. 
Cette recherche documentaire montre que les travaux portant sur lclectrophorese capillaire en gcneral sont 
nombreux. Depuis 1990, beaucoup douvrages ont ete publies, qu'il s'agisse de monographies ou de comptes-
rendus de congres (publies dans des numeros speciaux de revues scientifiques). 
L'analyse des flavonoides a ete amelioree par 1'utilisation de 1'electrophoresc capillaire. Les deux formes 
d'electrophorese les plus utilisees sont l'electrophorese capillaire de zone (CZE) et la chromatographie 
electrocinetique miccllairc (MECC). Compte tenu de la grande diversite des flavonoides, les conditions 
analytiques necessitent des mises au point pour chaque categorie, 
L'interet de 1'electrophorese capillaire a ete egalement mis en evidence pour les analyses en controle de 
routine dans les domaines medicaux, pharmaccutiques et le domaine de 1'etude de 1'environnement. Les 
avantages de cette technique sont la rapidite des analyses, les faibles quantites d'echantillon et de solvant 
necessaires et une forte sensibilite. 
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