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RESUME

Développée depuis une vingtaine d’années, I’électrophorése

capillaire (EC) est devenue une méthode de séparation effi-
cace pour de nombreux xénobiotiques en toxicologie cli-
niqite et médico-légale. Dans cet article, les auteurs décri-
vent les principes fondamentaux de I’EC ainsi que les diffé-
rents couplages et détecteurs spectrométriques utilisables.
Les progreés récents sont détaillés et de nombreux exemples
d’applications aux analyses de routine sont présentés. Les
caractéristiques de cette méthode séparative (trés faible
volume de I’échantillon, opérations de préparations simpli-
figes, faible cotit d’utilisation, consommation de peu de sol-
vants polluants, robustesse de l'instrumentation) en font un
puissant outil de travail en toxicologie clinique et médico-
légale.
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SUMMARY

Capillary electrophoresis (CE) which appeared in the early
1980’s, is now emerging as an effective method for separa-
tion of various substances in clinical and forensic toxicolo-
gy. This paper describes the basic principles of CE, inclu-
ding on-line hyphenation and spectral identification. Recent
advances and breakthrough to routine assays for drugs in
biological and post-mortem specimens are presented. It is
concluded that the specificity of this particular separation
mechanism as well as its distinct features (small sample size,
minimal sample preparation, negligible running costs, rug-
gedness of instrumentation, pollution-controlled) makes CE
a powerful toy of investigation in clinical toxicology and
forensic sciences.
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Abréviations

Les abréviations des termes anglo-saxons les plus cou-
ramment utilisés en électrophorese capillaire sont indi-
quées en italique.

CEC Chromatographie électrocinétique ou élec-
trochromatographie

CECM Chromatographie électrocinétique micellai-
re (micellar electrokinetic capillary, MEKC)

CG-SM  Chromatographie en phase gazeuse couplée
a la spectrométrie de masse

CLHP Chromatographie liquide haute performance

DBD Détecteur a barette de diodes

EC Electrophorese capillaire (capillary electro-
phoresis, CE)

ECZ Electrophorese capillaire de zone (capillary
zone electrophoresis, CZE)

EZHP  Electrophorése de zone haute performance
(high performance capillary electrophoresis,
HPCE)

FEO Flux électroosmotique (electroosmotic flow,
EOF)

FIL Fluorescence induite par laser (laser induced
fuorescence, LIF)

IES Ionisation par electrospray (electrospray
tonisation, ESI)

SM Spectrométrie de masse.

1- Introduction

Les premiéres tentatives de séparation par électropho-
rese capillaire (EC) ont été réalisées sur des tubes de
3 mm de diametre par Hjerten en 1967 (1). Par la suite,
la diminution de la taille des tubes a contribué a la
réduction du gradient de température et 4 la dissipation
de la chaleur produite par effet Joule. Cependant, un
certain nombre de difficultés technologiques concer-
nant la séparation (le milieu devenant plus résistant) et
la détection (une plus grande sensibilité devenant indis-
pensable) ont du étre résolues. En 1981, Jorgerson fran-
chit une nouvelle étape, introduisant |’utilisation de
tubes capillaires en silice fondue de 75 ym de diametre
interne, avec détection par fluorescence directement a
travers le tube (2). L'électrophorése de zone a haute
performance (EZHP) devenait alors une méthode utili-
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sable en chimie analytique. Depuis, le développement
technologique de 'EZHP s’est poursuivi dans le sens
de la miniaturisation, parallélement & la microchroma-
tographie en phase liquide apparue dans les années
1980. Des techniques hybrides sont alors apparues,
comme la chromatographie électrocinétique micellaire
(CECM) et la chromatographie électrocinétique ou
€lectrochromatographie (CEC) et il est souvent diffici-
le de définir une frontiére nette entre ces deux tech-
niques.

L’équipe de Weinberger et Lurie a été la pionniére de
I'utilisation de I'EC en toxicologie analytique en mon-
trant qu’il était possible de séparer 18 substances diffé-
rentes (3). Thormann et ses collaborateurs ont ouvert la
voie du dosage de médicaments et de drogues illicites
dans des échantillons biologiques par EC (4-7).

Depuis une dizaine d’années les domaines d’applica-
tions sont de plus en plus variés, s’orientant non seule-
ment vers la toxicologie clinique mais également vers
la toxicologie médico-légale (8-9). L’équipe de
Thormann est certainement encore la plus active dans
I’analyse des milieux biologiques (10-12) et il décrit
dans une revue de la littérature sur les années 1997 et
1998 les progres récents de I’EC et les applications en
routine en toxicologie clinique et médico-légale. Des
études plus spécifiques se développent : I’EC est en
train de devenir 1’approche la plus commune pour
I’analyse chirale de nombreux médicaments et sub-
stances illicites (13-25).

La séparation en EC repose essentiellement sur la
mobilité électrophorétique, le coefficient de partage
entre les phases, les constantes d’ionisations et la taille
des molécules. Cette diversité de parametres est une
des raisons de la richesse d’applications de cette tech-
nique. Comparée aux techniques chromatographiques,
I’EC devient une technologie trés attrayante par son
efficacité, sa sélectivité, sa facilité d’emploi, sa sou-
plesse et sa rapidité d’exécution. D’autre part, 1’utilisa-
tion de trés faibles volumes d’échantillon, la faible
consommation de réactifs, le moindre coiit des
consommables et en particulier des capillaires, peuvent
faire préférer cette technique aux techniques chromato-
graphiques.

.Dans cet article, nous rappellerons les principes et les

notions fondamentales de I’EC, puis nous ferons le
point sur la place actuelle de cette technique dans 1’ana-
lyse en toxicologie clinique et en toxicologie médico-
légale.



Annales de Toxicologie Analytique, vol. X1I, n° 3, 2000

2- Principe et notions fon-
damentales de 1’électro-

phorese capillaire
2.1 - Principe

La figure 1 représente le schéma de principe de 1’appa-
reillage nécessaire & la mise en ceuvre d’une analyse en
EC. Le capillaire est rempli avec un électrolyte.
D’échantillon contenant les molécules & séparer est
injecté A I'une des deux extrémités. Ces derniéres sont
ensuite immergées dans deux récipients contenant ce
méme électrolyte et recevant les électrodes. Sous I'ac-
tion d’un champ électrique, les constituants se séparent
progressivement au sein de 1’électrolyte par différence
de vitesses de migration et sont détectés & proximité de
I'autre extrémité du capillaire (26). Des voltages trés
importants (plusieurs dizaines de kV) sont utilisés pour
séparer les molécules sur la base de leur différence de
rapport charge/taille. Le tracé obtenu en EC est appelé
électrophorégramme.

Dans I'électrophorése capillaire de zone (ECZ), la
séparation résulte de la migration électrophorétique
(mouvement des molécules chargées vers I’électrode
de polarité inverse) et du flux électroosmotique (FEO)
(mouvement d’électrolytes lié & la charge interne du
capillaire et du potentiel appliqué).

La vitesse de migration électrophorétique v, s’exprime
en fonction de la mobilité électrophorétique de 1'ion u.
et du champ électrique £ :

Ve=,. E

Détecteur

ANODE CATHODE

Reécipients contenant électrolyte Tension appliquée

Figure 1 : Schéma de ’appareillage de ['électrophoreése
capillaire.

Le champ électrique est fonction de 1a tension appli-
quée et des caractéristiques du capillaire. La mobilité
électrophorétique est constante pour une espéce
ionique donnée. Elle s’exprime en fonction de la char-
ge ionique g, de la viscosité de la solution 77 et du rayon
ionique r :

H.=qg/énnr

Pour une valeur de pH supérieure a 2, le FEO est géné-
ré par une couche d’ions négatifs sur la surface du
capillaire provenant de la dissociation des sites silanols
chargés négativement (SiO7) qui attirent les ions posi-
tifs de 1’électrolyte. La présence de cette double couche
d’ions crée une différence de potentiel appelée poten-
tiel zéta {. L’application d’une tension entre les deux
extrémités du capillaire est a I’origine de la migration
de ces ions positifs vers la cathode et d’'un flux d’eau
dans la méme direction. La vitesse v, de ce FEO peut
étre exprimée en fonction de la constante diélectrique &
du potentiel {, de la viscosité de la solution 77 et du
champ électrique E par I’équation :

veo = ECE/4R M

Le FEO est dans la plupart des cas dirigé de I’anode
vers la cathode et il peut étre déterminé de facon empi-

rique en injectant un marqueur neutre (en général de
’acétone) dont on mesure le temps de migration.

Dans le cas le plus classique d’une injection a I’anode
et d'une détection a la cathode, il est possible d’analy-
ser des anions en EC & condition que leur mobilité
résultant du FEO soit plus élevée que leur mobilité
électrophorétique. La mobilité électrophorétique des
cations est augmentée par le FEO et les anions sont
paradoxalement entrainés aussi vers la cathode par le
FEO. Ainsi, le FEO entraine vers la cathode d’abord les
molécules chargées positivement, puis les molécules
neutres, et enfin les molécules chargées négativement
(27). De plus, les cations qui possedent le rapport char-
ge/masse le plus élevé migrent avant les cations dont le
rapport est plus faible. Ce rapport peut étre modifié en
ajustant le pH du tampon de migration, affectant ainsi
I’état d’ionisation et donc la mobilité électrophoré-
tique. Le FEO peut aussi étre modifié, selon la puis-
sance du champ électrique, le tampon (composition,
pH, force ionique, viscosité) et les caractéristiques de
la surface du capillaire.

2.2 - Préparation des échantillons

Une des particularités de I’EC est 'injection de trés
faibles volumes. De I’ordre de quelques nanolitres, ils
permettent de travailler théoriquement a partir de petits
volumes de prélevements mais une étape de pré-
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concentration de I’échantillon est souvent nécessaire et
des volumes initiaux de 0,5 mL a 2 mL sont couram-
ment utilisés. En théorie, un volume de 10 uL serait
suffisant bien qu’on en injecte 1000 fois moins. Or, il
n’existe pas actuellement de flacons porte-échantillons
de contenance inférieure a4 50 uL, et 1l est nécessaire de
remplir complétement ces flacons pour assurer la
reproductibilité de I’injection.

La préparation des échantillons est importante si ’on
considére que certains constituants des échantillons
peuvent interagir avec la paroi des capillaires, modi-
fiant les caractéristiques du FEO et par conséquence
I'efficacité et la reproductibilité.

Tenant compte des parametres précédemment abordés,
différentes approches ont été décrites pour la prépara-
tion des échantillons en vue de I’analyse des médica-
ments et drogues illicites en EC.

2.2.1 - Injection directe sans pré-traitement

Malgré la présence de composés endogénes et exo-
geénes pouvant créer des interférences et malgré les
fortes concentrations en sels et en protéines dans les
échantillons biologiques, on peut se contenter d’une
injection directe aprés une simple filtration/centrifuga-
tion pour éliminer les particules susceptibles d’obstruer
le capillaire. Thormann décrit I’analyse des barbitu-
riques en EC avec I'injection directe du sérum (4).
L’analyse en EC (EC-UV et EC-SM) d’analgésiques et
d’anti-inflammmatoires (paracétamol, acide acétylsalicy-
lique, antipyrine, ibuproféne, naproxene, kétoproféne
et propyphénazone) aprés injection directe d’urine est
tout a fait possible en raison d’une séparation suffisan-
te (28). Cependant, I’injection directe de 1’échantillon
reste peu appliquée a I’analyse toxicologique de préle-
vements biologiques en raison de la faible concentra-
tion des xénobiotiques. Ce mode d’injection reste
cependant plus adapté 2 la CECM en raison de Peffet
dénaturant du dodécyl sulfate de sodium (trés couram-
ment utilisé en CECM) sur les protéines du sérum.

2.2.2 - Dilution de ’échantilion

Pour minimiser les interférences de la matrice, la tech-
nique la plus simple est la dilution de I’échantillon avec
un tampon de force ionique 10 a 20 fois inférieure 2
celle du tampon de migration ou avec de I’eau pure.
L’opposition entre les trés faibles concentrations en
protéines et en ions de 1’échantillon et Ia molarité éle-
vée du tampon est & I’origine d’un effet d’amplification
du champ électrique ou stacking effect. Mais cette dilu-
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tion s’oppose bien siir a la sensibilité de la méthode et
n’a ét€ que rarement utilisée pour I’analyse des dérivés
amphétaminiques, morphiniques et de la caféine dans
I'orine et le sérum (29) ou dans le cas trés particulier du
dosage du potassium dans le vitré de I'eil (30). Cette
technique reste la seule utilisée pour I’analyse des sub-
stances saisies (ecstasy, amphétamines, héroine, cocai-
ne) avec des dilutions par des solutions basiques ou
acides (31-34). En effet, la concentration des différents
composants y est importante, sans commune mesure
avec celle que Pon retrouve dans les échantillons bio-
logiques.

Ces approches (injection directe et dilution de I’échan-
tillon) sont rapides, simples, peu cofiteuses et utili-
sables en toxicologie clinique. En toxicologie médico-
légale, des pré-traitements de 1’échantillon plus sélec-
tifs sont généralement préférés de fagcon a diminuer le
bruit de fond di a la matrice.

2.2.3 - Précipitation par un solvant organique

La précipitation des protéines par un solvant organique
suivie d’une centrifugation et de I'injection du surna-
geant est un des plus simples et des plus classiques
mode de préparation d’échantillons en chromatogra-
phie. Elle est particulierement bien adaptée a I'EC.
L’avantage de cette préparation est important pour des
composés peu solubles en tampon de migration
aqueux. Cependant, [’addition de solvants organiques
(alcools, acétonitrile) augmente le pouvoir d’évapora-
tion de ’ensemble de I’échantillon, présente I’ inconvé-
nient majeur de diluer I’échantillon et a un effet déna-
turant qui diminue la conductivité du mélange (33).
Cette technique ne peut étre utilisée en mode micellai-
re et son utilisation reste limitée a 'ECZ. Ce mode de
préparation n’a pas encore été utilisé pour 1’analyse
toxicologique d’échantillons biologiques ou de sub-
stances.

2.2.4 - Extractions en phase liquide et en phase
solide

Les méthodes d’extraction en phase liquide et en phase
solide sont utilisées pour préparer les échantillons a
analyser en EC, comme en CLHP ou en CG. Ces tech-
niques de concentration s’ajoutent & celles pouvant étre
obtenues par 1’injection électrocinétique ou par le pro-
cessus d’amplification de champ (voir paragraphe
2.3.3).

Des exemples sont donnés dans le tableau L.
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2.3 - Conditions opératoires
2.3.1 - Nature et conditionnement du capillaire

L’élément essentiel de 'EC est le capillaire en silice
fondue dans lequel se font la séparation et la détection.
I1 doit donc étre chimiquement et physiquement inerte,
ne doit pas.absorber dans I’ultraviolet dans la fenétre de
détection (en mode de détection UV ou DBD) et ne doit
pas adsorber de solutés a I’origine d’une angmentation
de température par effet Joule. Il doit étre inséré dans
un support, la cartouche qui est elle méme introduite
manuellement dans I’appareil.

Le choix du capillaire dépend principalement de I’ap-
plication et a un moindre degré, de I'instrumentation
utilisée. Des capillaires en silice fondue non traitée sont
classiquement utilisés en toxicologie analytique. Ils
sont de longueur et de diamétre variables. La longueur
d’un capillaire se définit par deux parametres L et 1, qui
sont respectivement la longueur totale et la longueur
efficace (longueur entre 1’électrode d’injection et la
cellule de détection). Le plus fréquemment, 1 varie de
40 a 60 cm (tableaux II et III), mais Molteni (36) utili-
se un capillaire de 90 cm pour le dosage de la métha-
done dans les urines et Ramseis (37) de 100 cm pour la
séparation de dérivés amphétaminiques et analogues
dans les urines. Des capillaires plus courts (23 cm) sont
quelquefois utilisés pour des screening rapides (29).
Deux diametres internes de capillaires sont classique-
ment décrits dans la littérature pour des applications
toxicologiques : 50 et 75 pm. Tagliaro (8) a montré
que la sensibilité était meilleure avec un diamétre de
75 um, tout en diminuant le potentiel appliqué entre les
deux électrodes afin de conserver des intensités de cou-
rants pas trop élevées (< 100 mA).

Les capillaires sont chargés négativement, attirant les
cations en solution, y compris les protéines. De nom-
breuses stratégies minimisant ou empéchant les interac-
tions paroi-solutés ont été développées : utilisation de
tampon a pH élevé ou au contraire faible pour lesquels
les groupements silanols ne sont pas dissociés, utilisa-
tion de tampons a force ionique élevée, d’additifs dans
les tampons (agents non ionisés masquant les charges
présentes a la surface du capillaire diminuant ou annu-
lant le FEO). L'adsorption de surfactifs chargés (bromu-
re de cétyl triméthyl ammonium) peut également modi-
fier la surface du capillaire, inverser sa charge et ainsi
inverser le sens du FEO. Modifier la surface du capillai-
re est une approche simple mais la modification n’est pas
toujours stable en dehors d’une certaine fourchette de pH
et peut altérer la reproductibilité des résultats.
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A coté des capillaires en silice fondue, on notera I'uti-
lisation trés ponctuelle de capillaires recouverts de
polyacrylamide permettant une séparation rapide de
différents barbituriques et benzodiazépines (38) ou de
capillaires recouverts de charges neutres (eCAPTM,
Beckmann ou DB-17, J&W Scientific) pour la sépara-
tion des formes énantiomeériques d’amphétamines (22).

Les caractéristiques de la surface interne du capillaire
en silice fondue, c’est a dire I’état d’1onisation des
groupements silanols, est primordial dans le dévelop-
pement analytique. La facon la plus simple d’obtenir
des résultats reproductibles est de procéder & un entre-
tien régulier du capillaire entre chaque injection ainsi
qu’en début et fin d’analyse (tableau II). En général, ce
traitement comprend une premiére étape de ringage

_parune base forte (NaOH a 0,1M ou 1M) afin de régé-

nérer les sites silanols. Cette étape doit étre suivie par
un lavage 4 Peau distillée puis par un conditionnement
avec du tampon de migration (23, 34, 39). C’est a ce
moment qu’un traitement du capillaire peut étre réali-
sé par des agents de recouvrement comme le poly-
acrylamide ou les polyéthyléneglycols. Il est égale-
ment conseillé d’effectuer un ringage rapide par de la
soude puis du tampon entre deux injections (15, 36,
40). Apres chaque série de 5 a 10 injections, le tampon
de migration est changé (36, 41). Une électrolyse du
tampon se produit au cours des séparations sous I’effet
de la tension appliquée : elle se traduit par une acidifi-
cation de 1’électrolyte du c6té anodique et une alcali-
nisation du coté cathodique. Ce changement dans la
valeur de pH varie en fonction du pouvoir tampon, de
la force ionique de 1’électrolyte et de la durée de la
séparation (42). On terminera une série d’analyses en
injectant de I’air dans le capillaire aprés ringage de
celui-ci par de 1’eau distillée. Les détails sont donnés
dans le tableau II.

Tableau Il : Etapes de conditionnement du capillaire en
silice fondue.

‘Durée des étapésde | Début danalyse| Fin d’analyse |Entre chaque iifjection

sagsgeducapilare | 03,3439) | 66 | 053640
Eau distillée 5 min.

NaOH (1 M) 3 min. & 10 min.

NaOH (6,1 M) 5 min. 2 10 min. 40 sec. & 1 min.

Eau distillée 5 min. & 10 min. |5 min. & 10 min.

Tampon de migration | 10 min. & 20 min. 100 sec. 4 2 min.

Air 5 min
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2.3.2 - Modes d’électrophorese capillaire utilisés
en toxicologie

Les différentes techniques en EC utilisées pour ’analy-
se en toxicologie clinique et médico-légale sont I’élec-
trophorése capillaire de zone (ECZ), I’électrophorése
capillaire de type micellaire (CECM) et 1'électrochro-
matographie capillaire (CEC).

2.3.2.1 - Electropherése capillaire de zone

Les caractéristiques fondamentales de I'ECZ sont I'ho-
mogénéité de la solution tampon et la constance du
champ électrique sur toute la longueur du capillaire, La
séparation est basée sur des différences de mobilités
électrophorétiques dues a des différences de taille et de
charge 4 un pH donné. Seules les molécules neutres ne
peuvent pas étre séparées. Les analyses en ECZ peu-
vent étre réalisées en 'absence ou en présence de phé-
nomeéne d’électro-osmose sachant que la présence du
FEO permet une analyse simultanée des anions et des
cations (voir paragraphe 2.1).

L’ ECZ est la technique la plus couramment utilisée en
toxicologie (12, 21, 23, 32-34, 36, 43-52). Des
exemples sont donnés dans les tableaux I et IIL.

2.3.2.2 - Electrophorese capillaire électrocinétique
micellaire ou chromatographie électrocinétique
micellaire

La CECM est une combinaison des techniques électro-
phorétiques et chromatographiques. On distingue : une
phase aqueuse et une phase pseudo stationnaire, la
phase micellaire. Dans sa forme la plus commune, cette
derniére phase est constituée par des tampons conte-
nant des surfactants chargés (en général le sulfate de
dodécyl sodium ou le taurodeoxycholate de sodiom)
(3, 53-55). Les surfactants sont ajoutés 4 une concen-
tration supérieure a leur concentration micellaire cri-
tique. La phase micellaire et le tampon aqueux ayant
des vitesses de migration différentes, les solutés non
ionisés peuvent &tre séparés en fonction de leur coeffi-
cient de partage entre les deux phases. Développée &
I’origine pour la séparation de composés neutres sans
mobilité électrophorétique (54, 56), la CECM permet.
de séparer des composés chargés de mobilités électro-
phorétiques voisines (57). La séparation de ces solutés
ionisés est également fonction de la charge et donc de
la composition du tampon, du pH et de la présence de
modificateurs organiques. L'effet dénaturant de déter-
gents sur les protéines des matrices permet ainsi d’in-
jecter directement de 'urine et du plasma (4, 58).

L'ECZ et la CECM avec ajout de sélecteurs chiraux
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comme les cyclodextrines, sont des méthodes simples
et peu coliteuses utilisées pour la séparation de dérivés
énantiomériques (13, 16, 18, 22, 59, 60) ou de
mélanges de molécules chimiquement trés proches
comme les antidépresseurs tricycliques (57).

2323 - Electrochomatographie capillaire

Dans la CEC, le capillaire est rempli avec un support
chromatographique, ce qui fait de cette technologie une
méthode hybride entre la CLHP et 'EC. La phase
liquide est en contact avec la silice du capillaire et avec
les surfaces des particules de la phase solide chromato-
graphique. Le FEO se produit dans les doubles couches
de charges qui existent au niveau des interfaces solide-
liquide du capillaire et des particules.

2.3.3 - Modes d’injection

En raison de la taille trés réduite du capillaire, les
volumes d’échantillons injectés (de ’ordre de quelques
nanolitres) doivent étre parfaitement contrblés. Les
automates actuellement commercialisés assurent une
reproductibilité a I’ injection supérieure a 2 %. En géné-
ral, deux modes d’injection peuvent étre utilisés : I'in-
jection hydrodynamique et I’injection électrocinétique.
L’introduction de quelques nanolitres dans un capillai-
re peut se faire trés simplement par gravité : c’est 'in-
jection hydrodynamique. Elle est réalisée par applica-
tion d’une pression pendant un temps défini sur le fla-
con porte-échantillon dans lequel le capillaire est plon-
gé, ou par création d’une dépression a I’extrémité
opposée du capillaire. La vitesse d’injection selon ce
procédé est de 5,3 nL.s”' dans un capillaire de 50 cm x
75 pm. Ce mode d’injection est le plus couramment uti-
lis¢ dans les applications toxicologiques. On a décrit
des temps d’injection variant de 1 s (10) 4 30 s (61, 62),
avec un temps moyen classique de 5 4 10 s et une pres-
sion a I'injection de 'ordre de 0,5 psi (15, 23, 29, 30).
Des temps d’injection plus longs produisent un effet
d’amplification du champ électrique appelé large volu-
me sample stacking (LVSS) permettant d’améliorer la
limite de détection. Dans ce cas, I'injection hydrodyna-
mique nécessite un échantillon sans électrolytes. Des
extractions trés sélectives sont alors nécessaires et le
LVSS est plus fréquemment appliqué & des molécules
en solution qu’a des échantillons biologiques. McGrath
(61) compare les limites de détection pour la narcotine,
le clenbuterol, le flurazépam, la codéine et la péthidine
aprés injections hydrodynamiques pendant un temps de
35 et de 30 s (mode LVSS). Une meilleure sensibilité
est obtenue pour le temps d’injection le plus long, avec
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cependant une perte d’efficacité (estimée en nombre de
plateaux théoriques). McClean (62) réalise des LVSS
avec des temps de 30 a 300 s. Cette technique d’ampli-
fication lui permet de détecter des traces de métaux
(cobalt, cuivre, plomb, zinc, fer) dans des solutions
standards. L’ application de cette technique pour détec-
ter des faibles concentrations (analyse de cheveux, par
exemple) est restée sans succes en raison d’intensités
de courants électriques trop importantes incompatibles
avec I'analyse en EC.

En mode d’injection électrocinétique, 1’échantillon est
mtroduit dans le capillaire en appliquant une tension
€lectrique pendant un temps donné. Elle est plus faible
que celle utilisée pour la séparation, de I'ordre de
10 kV (21, 44, 49). Des temps de mise sous tension de
10 s sont trés classiquement utilisés, pouvant atteindre
50 s pour I’analyse du clenbuterol dans les urines (21).
Les résultats obtenus sont moins reproductibles pour ce
mode d’injection qui présente un caractére trés sélectif
variant en fonction de facteurs souvent difficiles a
contrdler (température & I’injection, composition des
solvants injectés, volume total dans le flacon échan-
tillon).

Pour chaque mode d’injection, il existe des méthodes
particulieres pour concentrer I’échantillon pendant la
phase d’injection. La plus classique a pour principe la
‘différence de conductivité existant entre 1’échantillon
et la solution d’électrolytes : faible concentration en
sels dans I’échantillon opposée a une plus forte concen-
tration dans la solution (51). Utilisant le méme princi-
pe de différence de conductivité, une autre technique
d’amplification de champ est réalisée en mode d’injec-
tion électrocinétique par la pré-injection d’un bouchon
d’eau ou de solvant (12, 51, 63). Cette derniére tech-
nique est appelée amplification du champ électrique
dans 1’échantiilon en téte de colonne ou head-column
field-amplified sample stacking. Tagharo (51) améliore
le rapport signal/bruit de fond et Iefficacité (estimée en
nombre de plateaux théoriques) en injectant avant la
solution échantillon contenant de la MDMA, une solu-
tion d’acide phosphorique (1 mM).

En conclusion, une meilleure reproductibilité et 1'ob-
tention d’une bonne sensibilité font que I'injection en
mode hydrodynamique est trés largement utilisée a
I"heure actuelle. Taylor (64) a comparé la précision et
la sensibilité des deux modes d’injection pour I’analy-
se des opiacés dans les urines, confirmant la meilleure
reproductibilité de I’injection hydrodynamique, et la
meilleure sensibilité obtenue en mode d’injection €lec-
trocinétique. Les applications de I'injection électroci-
nétique sont encore limitées a la recherche de certaines

classes de molécules (amphétamines, opiacés, cocaine,
LSD) (12, 44, 49, 51) (voir tableau I).

2.3.4 - Modes de détection

De nombreux modes de détection sont utilisés en EC
la spectrophotométrie dans 'ultraviolet et le visible, la
fluorimétrie, les méthodes électrochimiques et la spec-
trométrie de masse (SM).

La spectrophotométrie et la fluorimétrie sont les plus
fréquemment utilisées en toxicologie. Les premiéres
applications ont surtout été décrites en utilisant un
détecteur UV ou un détecteur a barrette de diodes
(DBD) qui montrent cependant des limites en terme de
sensibilité (4, 7, 8, 21, 22, 29,31, 33, 36, 37, 40, 43, 45,
50, 51, 58, 60, 62, 65-70). Le plus souvent, les limites
de détection sont comprises entre 10 et 10 mol/L,
pour un volume injecté de P'ordre de 10 nL..

Le second mode de détection le plus couramment utili-
sé en toxicologie est la fluorescence induite par laser
(FIL) (10, 15, 44, 48, 49, 56). Les limites de détection
obtenues sont diminuées d’un facteur 100 environ par
rapport & la spectrophotométrie (26). Cependant, ce
mode de détection est beaucoup plus sélectif et la for-
mation d’un fluorophore est souvent nécessaire pour
permettre la détection. D’autre part, I’appareillage est
plus complexe, et les longueurs d’ondes d’excitation
sont limitées (325 nm pour le laser He-Cd, 488 nm
pour le laser Ar).

Plus récemment, des détections en SM et en SM-SM
ont été utilisées en EC (28, 41, 47). La source d’ionisa-
tion de type électrospray permet le couplage EC-SM.
Cependant, le choix d’un tampon de migration compa-
tible avec la source d’ionisation reste un probléme
important. Les tampons de migration les plus couram-
ment utilisés en EC, contenant des phosphates ou des
borates non volatils, ne sont pas compatibles avec
I’électrospray et les optiques électroniques de Ta SM.
Ainsi, Unger (47) adapte 'analyse en EC-SM d’alca-
loides en utilisant un tampon d’acétate d’ammonium
(pH 3,1) et acétonitrile (50/50, v/v). Malheureusement,
I’augmentation de la force ionique, qui permet d’amé-
liorer les performances de I’EC, n’est pas compatible
avec la production d’ions en mode électrospray. La
CECM est difficilement compatible a la SM en raison
de la nature non volatile des surfactants contenus dans
le tampon de migration (71).

Eu égard aux trés faibles volumes injectés, les détec-
teurs doivent étre miniaturisés a I’échelle du capillaire
: les cellules de détection doivent avoir des volumes de
I’ordre du nanolitre. Pour répondre a ces exigences, une
petite portion du capillaire lui-méme sert généralement
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de cellule de détection. On parle alors de détection en
ligne. Comparés au spectrophotométre et au fluori-
meétre, le conductimétre et le spectrométre de masse
couplés a un appareil d’EC permettent une augmenta-
tion de la sensibilité et offrent un complément d’infor-
mations, mais présentent I’inconvénient d’étre des
détecteurs hors ligne, souvent a l’origine d’une perte
d’efficacité (72).

La détection spectrophotométrique indirecte est en
plein développement pour les molécules qui ne sont pas
ou pratiquement pas détectables en UV ou en fluorime-
trie. Elle est notamment utilisée dans [I’analyse
d’anions et de cations inorganiques (73). Dans le cadre
de I'analyse en toxicologie, elle permet la détection des
ions ammonium, calcium, potassium, magnésium,
sodium, acétate, chlorure, citrate, phosphate, sulfate et
tartrate dans I’héroine (74).

2.4 - Traitement des données et valida-
tion des résultats

La quantification peut étre réalisée pour chaque consti-
tuant en utilisant la surface corrigée définie par la sur-
face du pic divisée par le temps de migration (ty). La
correction par le temps est apportée afin d’éliminer
Ierreur liée aux vitesses de migration différentes dans
la cellule de détection. En effet, les molécules dont les
ty sont les plus grands restent plus longtemps dans la
cellule de détection et donnent donc des surfaces de
pics plus importantes. Il est donc primordial de tenir
compte de cette correction pour toute quantification.

Le FEO et par conséquent la mobilité¢ des molécules
peuvent varier entre deux analyses. L’adsorption et les
modifications de la surface du capillaire sont a I’origi-
ne de ces variations. Il n’est pas alors toujours suffisant
d’utiliser les surfaces corrigées et il est préférable d’in-
jecter des standards ou mieux encore des substances
non chargées appelées marqueurs neutres qui ont la
particularité de migrer en méme temps que le FEO. Les
coefficients de variation des ty sont en général infé-
rieurs & 2 % (8, 18, 29, 32, 33, 39, 55).

Les coefficients de variation de la répétabilité et de la
reproductibilité peuvent varier respectivement de 2 a
8%et3al2%(18,44,65,67). Les nombreux facteurs
pouvant influencer ces valeurs ont été étudiés par
Watzig (71) : stabilité de la température pendant I'in-
jection influencant la viscosité du solvant d’injection,
€lectrolyse du tampon de migration avec acidification a
I’anode a Porigine de modifications de ty, meilleure
reproductibilité des résultats obtenus en injection
hydrodynamique, importance du pouvoir tampon des
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phases de migration. La répétabilité des ty est égale-
ment trés dépendante des étapes de conditionnement du
capillaire entre chaque analyse. Ces étapes doivent
donc étre optimisées pour chaque étude (75).

La quantité d’échantillon injectée a une influence
importante sur la précision. Un rapport signal sur bruit
de fond élevé minimise les erreurs d’intégration et
améliore la reproductibilité. Pour augmenter ce rap-
port, on peut augmenter la concentration de I’échan-
tillon ou augmenter le temps d’injection. Cependant,
des temps d’injection allongés compromettent 1’effica-
cité de la séparation (71).

Les limites de détection et de quantification obtenues
en EC sont moins bonnes qu’avec la plupart des tech-
niques chromatographiques. Plusieurs exemples décrits
dans le paragraphe 3 le montrent. Les facteurs contri-
buant & abaisser ces limites sont I’augmentation du dia-
meétre du capillaire (qui a pour effet d’augmenter le par-
cours optique et le volume injecté}, I’augmentation du
temps ou de la pression d’injection, 'utilisation d’un
solvant de I’échantillon de faible conductivité par rap-
port a celle de I’électrolyte, le choix d’un tampon dont
les ions ont une mobilité voisine de 1’analyte, I’utlisa-
tion de cellules en forme de bulle ou de Z (42).

Un des grands avantages de la technique d’EC est son
efficacité. En comparant le nombre de plateaux théo-
riques des différentes techniques, I’'EC se place devant
la plupart des techniques chromatographiques avec en
moyenne une valeur de I’ordre de 250 000 a 500 000,
comparé au chiffre de 40 000 plus couramment ren-
contré en CLHP. La simple diminution de la force
ionique de 1’échantillon (décrite dans le paragraphe
2.3.3) améliore encore cette efficacité.

3 - Applications en toxico-
logie clinique et médico-
1€gale

L’EC apparait donc comme une technique dont les per-
formances sont suffisamment bonnes pour que des
applications en toxicologie clinique ou médico-1égale
soient envisagées. De nombreuses études ont comparé
les résultats obtenus en EC a ceux obtenus avec les
techniques les plus performantes CLHP-DBD et CG-
SM (23, 40, 49, 76).

Le sang et les urines sont deux milieux de choix pour
I’analyse toxicologique en EC. Les applications sur
d’autres milieux biologiques comme le cheveu, la sali-
ve ou le vitré sont encore rares. A notre connaissance,
la premiére équipe et pratiquement la seule ayant appli-
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qué 'EC au dosage de xénobiotiques dans les cheveux
est celle de Tagliaro (8, 18, 51, 65, 77).

Depuis 1995, I’'EC est également employée avec succés
pour ’analyse qualitative et quantitative de substances
illicites saisies (31, 32, 34, 54, 56, 78).

3.1 - Analyse de prélevements biolo-
giques

L’EC offre de nombreux avantages convenant & 1’ana-
lyse d’échantillons biologiques : I’utilisation de faibles
volumes de prélévements, la possibilité de répéter plu-
sieurs fois I’analyse sur le méme échantillon, la faible
consommation de réactifs, les bonnes relations entre la
sensibilité et les concentrations dans les milieux biolo-
giques (en particulier avec la FIL), la sensibilité en
terme de masse élevée (méme dans le cas des détec-
teurs UV), I'excellente sélectivité et le couplage trés
satisfaisant avec la SM. L’EC offre également la possi-
bilité d’étre utilisée en mode ECZ ou CECM avec le
méme appareillage, en modifiant uniquement la com-
position du tampon de migration. On note cependant
dans certains cas, une sensibilité limitée en terme de
concentration, due & la petite taille de la cellule de
détection et au volume d’injection trés faible.

Le tableau I rassemble des exemples d’analyses de
xénobiotiques dans les milieux biologiques en EC
décrits dans la littérature.

3.1.1 - Sang et urine

Wernly et Thormann (5) furent les premiers & décrire
en CECM l’analyse dans les urines de différents xéno-
biotiques : benzoylecgonine, morphine, héroine, 6-
MAM, méthamphétamine, codéine, amphétamine,
cocaine, méthadone et méthaqualone. Le seuil de
détection de 'ordre de 100 ng/mL était comparable a
ceux de I'immunoanalyse pour les mémes substances
et 'EC a été ainsi proposée pour confirmer des dépis-
tages positifs. Dans des conditions similaires, [’analyse
de benzodiazépines a été réalisée dans les urines (66).
Malgré le manque de sensibilité de 'ECZ, 'utilisation
de la CECM a permis le dosage de I'acide 11-nor-A-9-
THC-COOH, métabolite urinaire majeur du A-9-THC
(7) : un seuil de détection de I’ordre de 10 ng/mL était
obtenu,

L’ECZ permet également le dosage urinaire de la
méthadone et de son principal métabolite, 'EDDP
(voir tableau I). Les temps de migration sont inférieurs
a 10 minutes et la limite de détection est de |’ordre de
20 ng/mL (36). La stéréosélectivité du métabolisme de

la méthadone dans les urines a été étudiée en utilisant
comme sélecteurs chiraux des cyclodextrines diluées
dans le tampon de migration (16).

En 1996, Taylor (64) utilise 'ECZ pour la détermina-
tion d’opiacés dans les urines. Les auteurs améliorent
la sensibilité de la technique en utilisant un mode d’in-
jection de type électrocinétique et une amplification du
champ électrique aprés extraction des échantillons uri-
naires en phase solide : la ltmite de détection est située
entre 4 et 9 ng/mL.

De nombreuses études sont décrites sur le plasma ou
sur I'urine pour les dérivés amphétaminiques et ana-
logues (22, 37), la méthaqualone (58), le LSD (44, 49),
I’acide acétylsalicylique et ses métabolites (79), le
paracétamol et ses métabolites (70), ainsi que dans les
urines pour la méthadone (40), les analgésiques non
opioides (28), les benzodiazépines (80) (voir tableau I).
Hudson en 1998 (50) développe une méthode de scree-
ning dans le sang de molécules d’intérét médico-1égal.
Un capillaire de 50 ym (d.1) et de 60 cm (J) et une
détection en mode DBD sont utilisés. Deux types d’ex-
traction sont réalisés : une extraction en phase liquide
permettant d’extraire les molécules a caractére basique
et une extraction en phase solide pour les molécules a
caractere acide. Les extraits sont injectés en mode élec-
trocinétique (8 s, 10 kV) et hydrodynamique (8 s, 0,5
pst). Deux tampons sont employés : les molécules a
caractére basique sont analysés avec un tampon phos-
phate 100 mM pH 2,38 alors que pour les molécules a
caractére acide un tampon borate 100 mM pH 8,5 est
utilisé. Les temps de migration relatifs ainsi que les
mobilités électrophorétiques ont été obtenus pour 650
molécules.

Comparée a celle de la CG-SM et de la CLHP, la sen-
sibilité¢ de I’EC reste encore modeste. Cependant, pour
la plupart des molécules analysées, une séparation clas-
sique en mode d’injection hydrodynamique a partir de
5 mL d’urine permet de détecter des concentrations de
’ordre de 50 ng/mL., nettement inférieures aux seuils
de positivité des techniques immunologiques utilisées
dans les dépistages urinaires (25). Frost (44) dose le
LSD dans les urines et le plasma avec une limite de
détection de 0,1 a 0,2 ng/mL en mode FIL aprés une
injection €lectrocinétique. D’autres exemples décrits
dans le tableau I (12, 22) montrent I’amélioration de la
sensibilité par D'utilisation de techniques d’injection
électrocinétique.

La combinaison de P'immunoanalyse et de I’'EC consti-
tue un nouveau concept pour le dépistage et le dosage
de plusieurs molécules dans les urines en une opéra-
tion, sans passer par I’étape d’extraction des xénobto-
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tiques. Elle allie la rapidité et la simplicité de ’EC a
I'utilisation de réactifs d’immunochimie largement dis-
tribués dans le commerce et éprouveés depuis longtemps
(10, 41). Le principe est le suivant : 20 & 50 pL d’urine
contenant le ou les xénobiotiques & doser sont incubés
avec les mémes volumes d’anticorps froids et d’anti-
genes marqués avec un fluorophore. Une aliquote du
mélange est injectée dans le systtme d’EC. Les com-
plexes antigénes marqués-anticorps et les antigénes
marqués restés libres sont suffisamment séparés pour
pouvoir €tre détectés par FIL. Caslavska (10) vient de
montrer que les limites de détection étaient de I’ordre
de 30 ng/mL pour la morphine, I’amphétamine, la ben-
zoylecgonine et la méthadone. Ses résultats avaient été
validés par CG-SM. Des études de faisabilité ont déja
été réalisées avec succes pour le dosage de médica-
ments (digoxine, méthadone, théophylline, cyclospori-
ne) et stupéfiants (phéncyclidine, 11-nor-A9-THC, ben-

zoylecgonine, amphétamine et méthamphétamine)

(10). Le détecteur est alors fonction des réactifs d’im-
munoanalyse utilisés : laser He-Ne ou laser Ar pour la
FPIA, spectrophotomeétre pour I’EMIT ou I’immunoaf-
finmité. Cette association de I’immunochimie a I'EC per-
met d’obtenir une technique simple, rapide, sensible,
présentant cependant les inconvénients de non spécifi-
cité des techniques immunologiques. La fabrication et
I’utilisation de ses propres anticorps et antigénes mar-
qués permettra cependant de multiplier les possibilités
de cette méthodologie.

Avec I'utilisation de sélecteurs chiraux dans le tampon
de migration, ’EC s’est énormément développée. Elle
est devenue une technique simple et peu coiteuse pour
la séparation et Vanalyse des énantiomeres. Cette
approche est devenue trés intéressante en toxicologie
notamment dans les contrbles antidopage ou dans I’ étu-
de du métabolisme des médicaments et des drogues.
On citera par exemple, I'analyse des énantiomeéres de la
méthadone, de I’amphétamine, de la méthamphétami-
ne, de I’éphédrine, de 1a MDMA, de la MDA et de la
MDEA dans les urines (16-18, 22, 37, 59), du thiopen-
tal ou du pentobarbital dans le plasma (11) €t de la
zopiclone et de ses métabolites dans les urines (15).
Ces approches sont simples, reproductibles et peu d’in-
terférences sont décrites avec les substances de nature
basique classiquement rencontrées dans les urines.

Le nombre d’études utilisant le couplage de ’EC et de
la SM pour I'analyse de toxiques dans les milieux bio-
logiques est en forte progression. On pourra citer la
recherche de différents analgésiques et anti-inflamma-
toires et de leurs métabolites (paracétamol, acide acé-
tylsalicylique, antipyrine, ibuproféne, naproxéne, kéto-
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proféne et propyphénazone) (28) ou de la méthadone
(41). Plus récemment, 'EC-SM-SM a été employée
pour identifier la méthadone et son métabolite princi-
pal, 'EDDP, dans les urines (41). Cependant, les détec-
teurs optiques restent encore les plus utilisés.

Le tableau I montre bien que toutes les études décrites
ont été réalisées sur des capillaires en silice fondue et
non traités. La plupart des analyses utilisent un tampon
aqueux avec ou sans modificateur organique. En début
de ’année 2000, nous n’avons retrouvé qu’une étude
utilisant I’'EC en milieu non aqueux, pour I’analyse en
mode de détection UV de I’acide acétylsalicylique et de
ses métabolites aprés extraction solide-liquide & partir
d’urines et de plasma (79).

3.1.2 - Cheveux

L’analyse toxicologique des cheveux est devenu le
principal outil d’investigation du passé, de I’exposition
temporaire a I’utilisation chronique de substances illi-
cites (81).

Les premigres expériences en ECZ en mode de détec-
tion UV donnent de bons résultats en terme de sélecti-
vitd et d’efficacité (> 350 000 plateaux théoriques)
pour ’analyse de la cocaine et de la morphine dans
les cheveux, mats limités en terme de sensibilité (<
0,2 ng/mg) pour 100 mg d’échantillon (65). Les tres
faibles teneurs en xénobiotiques rencontrées habituel-
lement dans les cheveux ont conduit a trouver des solu-
tions pour améliorer ce probléme de sensibilité. La plus
simple est I'utilisation de capillaires de diamétre 1égeé-
rement supérieur (75um au lieu de 50 pm) (8). A partir
de 1995, différentes techniques d’amplification de
champ électrique dans la zone d’injection sont déve-
loppées pour I’analyse du cheveu. Elles permettent la
concentration de I’échantillon et par conséquent I’aug-
mentation de la sensibilité sans perte d’efficacité (8,
51). Pour réaliser cet effet d’amplification, les échan-
tillons peuvent étre injectés dilués dans des solvants de
faible conductivité comme de I’eau distillée (8). Mais il
s’avere que cette premicre technique permettant d’aug-
menter de Pordre de cing fois la sensibilité, n’est pas
suffisante pour une application sur les cheveux d’utili-
sateurs occasionnels de ce type de substances (héroine,
cocaine). En 1998, Tagliaro (51) diminue les limites de
détection en utilisant la technique d’amplification de
champ électrique dans I’échantillon en téte de colonne.
Il réalise successivement avant I’injection de 1’échan-
tillon, un ringage a I’eau de la cuve contenant I’extré-
mité du capillaire du coté de I’anode pendant 5 s et une
préinjection de solvant de faible conductivité (acide
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phosphorique 0,1 mM) pendant 10 s 4 0,5 psi. Dans ces
conditions, en mode de détection UV, les limites de
détection sont de 2 ng/mL pour la MDMA et la MDE,
de 3 ng/mL pour la MDA, de 8 ng/mL pour la cocaine
et de 6 ng/mL pour la morphine. Il arrive ainsi & mettre
en évidence des concentrations de stupéfiants de 0,01 a
0,02 ng/mg de cheveux (51).

L'utilisation de la CECM a également montré son inté-
rét pour la recherche de cocaine et morphine dans les
cheveux (8). La sensibilité est moins bonne mais la
CECM permet de travailler avec des volumes de repri-
se d’échantillons plus élevés (100 a 200 pL au lieu de
20 pL en ECZ) assurant ainsi une meilleure reproduc-
tibilité des résultats (8).

Ainsi, le couplage de I’électrophorese et de la tech-
nique d’amplification de champ électrique dans
I’échantillon en téte de colonne peut contribuer a la
banalisation de I’EC pour I'analyse toxicologique des
cheveux. Cependant, la sensibilité reste modérée en
terme de concentration (de I’ordre du ng/mL) en raison
d’un volume d’injection trés faible et de Ia petite taille
de la cellule de détection.

3.1.3 - Autres prélévements

D’autres milieux ont été également étudiés. Hortin a
montré I'intérét de utilisation de ’EC pour ’analyse
du contenu gastrique et de la bile (52). Il a dosé I’azide
de sodium aprés piégeage de celui-ci par de la soude
dans une cellule de Conway. Avec une détection spec-
trophotométrique, la limite de quantification était de 20
ug/mL, ce qui était amplement suffisant pour le conte-
nu gastrigue. En mode CECM, Tinjection directe du
contenu gastrique est possible aprés simple filtration,
les protéines étant dénaturées par le détergent du tam-
pon de migration. Ainsi, Plaut (58) a pu doser la métha-
qualone a des taux supérieurs a 30 pg/mL. Il remarque
cependant qu’une extraction liquide-liquide préalable
permet d’abaisser ce seuil d’un facteur 10. Pourtant,
Pavantage de I’EC tient dans ce que, méme si le conte-
nu gastrique a un aspect solide, le volume de phase
liquide nécessaire est si faible qu’il sera toujours pos-
sible d’en récupérer une petite fraction par centrifuga-
tion. L.’ inconvénient de la matrice complexe que consti-
tue le contenu gastrique peut &tre diminué par dilution
dans de l'eau, ce qui diminue la force ionique de
I’échantillon.

Dans un domaine proche de la toxicologie, Ferslew
(30) a montré qu’il était possible de doser simultané-
ment plusieurs électrolytes dans le vitré de I’ ce1l (potas-
sium, sodium, calcium et lithium). Il proceéde a une

injection directe de 1’échantillon dilué au 1/100**dans
de I’eau. Bien qu’utilisant un électrolyte complexe
contenant de I’acide hydroxybutyrique, un chélateur et
de la 4-éthylbenzylamine, avec une détection spectro-
photométrique inverse, cette méthode est un bon
exemple des développements possibles de 'EC.

3.2 - Analyse de substances illicites sai-
sies

Le domaine d’investigation de I’EC en toxicologie
s’est étendu a I'analyse qualitative et quantitative des
substances illicites saisies. De nombreux exemples sont
décrits en ECZ sans additifs dans le tampon de migra-
tion (32-34, 46, 47, 82), et en CECM (3, 31, 54, 56).
Des études plus rares ont été réalisées en milieu non
aqueux (83), en CEC (84, 85) ou sur des capillaires
recouverts de polymeres (86). L'analyse chirale par
complexation avec des cyclodextrines s’est aussi consi-
dérablement développée (43, 54).

Des méthodes en ECZ ont ainsi été élaborées et vali-
dées pour I’amphétamine et les phénéthylamines (32,
33, 82), la psilocybine (46), la cocaine (34) et des alr=-
loides indoliques monoterpéniques, benzophénanthri-
diniques, 1soquinoliniques de I’opium et dérivés de la
B-carboline (47). L'EC présente ici des avantages sur
les techniques chromatographiques : pas de dérivation
des dérivés amphétaminiques ou pas de dénaturation de
la psilocybine sous 1’influence de la chaleur. Pour les
analyses de la cocaine par exemple, la faible consom-
mation de solvants, la quantit¢ minime d’échantillon
nécessaire, les temps d’analyse trés courts sont des
potentiels intéressants pour des laboratoires a trés forte
activité. Ainsi, Krawczeniuk (34) montre que la cocai-
ne, la plupart des adultérants et des impuretés clas-
siques sont séparés en moins de 9 minutes. Seules la
benzocaine (adultérant) et 1a benzoylecgonine (impure-
té) migrent avec le FEO. La linéarité de la méthode
pour le dosage de la cocaine est décrite entre 0,014 a
1,017 mg/mL en mode DBD. La technique est en
accord avec les résultats quantitatifs obtenus en CLHP
et CG-SM (34).

La SM couplée a ’EC offre la meilleur spécificité de
toute les détections. Elle est particuliérement avanta-
geuse pour I’analyse de substances plus difficiles a ana-
lyser en CG-SM comme certains optoides, les benzo-
diazépines, le LSD et la psilocybine. Unger (47) a lar-
gement montré 'intérét de Dutilisation de PEC-SM
dans I’identification d’alcaloides (voir tableau III).

Weinberger et Lurie en 1991 (3) utilistrent les premiers
la CECM pour ’analyse de substances illicites. Depuis,
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quelques études ont été décrites en mode micellaire
pour 'analyse de saisies d’héroine, d’opium, de cocai-
ne, d’amphétamines, de L.SD et de stéroides anaboli-
sants. Elles sont résumées dans la revue de Lurie (54).
Un exemple d’analyse d’amphétamines est détaillé
dans le tableau III (31). Cependant, ces études restent
peu nombreuses et I'utilisation préférentielle de ’ECZ
est certainement due a la simplicité de cette technique.

L’EC en milieu non aqueux, caractérisée par de faibles
courants d’analyse et par la possibilité¢ d’utiliser des
solvants volatils, est une technique bien adaptée a
I’analyse des substances de nature basique.
Bjornsdottir (83) décrit la séparation de 16 substances
pouvant étre trouvées dans des préparations illicites
(voir tableau IIT}. Il réalise une injection a la cathode
(électrode de détection) en polarité inversée, mode
d’injection particulierement intéressant pour des temps
d’analyse trés courts : les seize molécules sont sépa-
rées en moins de 2 minutes.

La CEC apparait également adaptée & ’analyse de sub-
stances illicites quelle que soit leur nature (25, 84, 85).
De longues colonnes, des particules de faible taille
génerent une efficacité élevée. L'utilisation de la CEC
est décrite pour I’analyse de substances basiques dans
le tableau II1 (84). L'intérét de cette approche est de
pouvorr solubiliser dans une méme phase d’injection
des molécules hydrophiles et hydrophobes compatibles
avec le systeme de séparation. Cette combinaison de
technigunes chromatographiques et électrophorétiques
est a I’origine de sélectivités différentes exploitées pour
les séparations les plus difficiles (25).

La reconnaissance et I’analyse centésimale des isoméres
optiques dans des substances illicites peut permettre
I'identification de la voie de synthese, la comparaison
entre eux des différents lots saisis et indiquer la source
de la saisie (87). Le rdle de I'EC dans la détermination
des formes énantiomériques devient prépondérant (20,
45, 60). Lurie (60) étudie 'effet de sélecteurs chiraux
anioniques sur la CEC d’un mélange chiral de phénylé-
thylamines et d’impuretés neutres non chirales présents
dans de la méthamphétamine illicite. En utilisant une
sulfobutyl( VII)-ether-B-cyclodextrine, la séparation est
réalisée en 27 min, les phenéthylamines étant séparées
en moins de 10 min (voir tableau III).

4 - Conclusion

L'EC est un outil permettant de résoudre de nombreux
problémes analytiques. Elle est maintenant utilisable en
routine dans un laboratoire de toxicologie, si I’on garde
a 'esprit quelques points fondamentaux : la précision
du pH des solutions de travail est primordiale ; le
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capillaire doit &tre considéré comme un réactif sujet a
des variations physiques et chimiques ; I'EC est une
nanométhode, donc sensible aux moindres variations
de pression et aux impuretés des réactifs ; les électro-
lytes et les xénobiotiques ne sont mis en mouvement
que grice a un champ électrique dont les moindres
variations vont influencer la répétabilité des analyses
(25, 88-90).

En toxicologie analytique, les modes de détection les
plus utilisés sont I’'UV et la FIL, dont la sensibilité reste
moyenne. Les progrés récents des couplages EC-SM et
EC-SM-SM permettent de I'augmenter considérable-
ment. On pourra donc bientdt tirer complétement avan-
tage de la possibilité d’injecter directement 1’échan-
tillon biologique, évitant la phase d’extraction.

L’utilisation de séparateurs chiraux a permis de
résoudre des problemes difficiles dans ’analyse des
énantioméres, notamment pour les phénéthylamines.

L’EC semble donc promise & un avenir intéressant dans
le domaine de la toxicologie clinique et médico-1égale,
mais il reste beaucoup a explorer.
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